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Resumo 
 
 
A tuberculose bovina é uma zoonose com grande impacto económico e na saúde, origi-
nada pelo Mycobacterium bovis.  Neste estudo foi realizado uma análise a 206 isolados 
correspondentes aos focos de bTB em bovinos e silváticos nos anos 2013 e 2014, relaci-
onando a proximidade genética, a distância euclidiana e a proximidade de trocas comer-
ciais. Verificou-se que os padrões mais comuns de spoligotypings foram o SB1174, 
SB0122 e SB1264. A distancia euclidiana entre focos de bTB em zonas de caça é muito 
mais próxima do que entre as explorações.  
Na análise da rede de trocas comerciais entre explorações de bovinos, foi possível obser-
var uma rede com uma grande quantidade de intervenientes e com ligações comerciais 
heterogenias. Foi possível observar através dos indicadores de centralidade que explora-
ções com focos de bTB apresentam maior influência na rede. Rastreou-se cronologica-
mente as trocas comerciais de explorações, e verificou-se casos particulares de focos de 
bTB, com ligações diretas entre si e o mesmo padrão de spoligotyping. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Tuberculose bovina; Mycobacterium bovis; Spoligotyping; Epidemio-
logia; Análise de redes sociais;  
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Abstract – Epidemiological study of bovine tuberculosis in Portugal 
 
 
Bovine tuberculosis is a zoonosis with huge economic and health impact, caused by My-
cobacterium bovis. In this study, we analyzed 206 samples corresponding to the outbreaks 
of bTB in cattle and wild species in the years 2013 and 2014, relating the genetic prox-
imity, the euclidean distance and the proximity of trade. The most common patterns of 
spoligotypings found were SB1174, SB0122 and SB1264. The euclidean distance be-
tween bTB outbreaks in hunting areas is much closer to cattle farms. 
In the analysis of the trade network between cattle farms, it was possible to observe a 
network with a large number of actors and with heterogeneous commercial links. It was 
possible to observe through the centrality indicators that farms with bTB outbreaks have 
vast influence on the network. Farms trading was chronologically traced, and there were 
particular cases of bTB outbreaks, with direct links to each other and the same spoligo-
typing pattern. 
 
 
 
 
 
Keywords: Bovine tuberculosis; Mycobacterium bovis; Spoligotyping; Epidemiology; 
social network analysis; 
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CAPÍTULO I – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
1 Particularidades do género Mycobacterium 
 
As micobactérias estão associadas há milhares de anos, a doenças causadoras de morbi-
lidade e mortalidade, tanto no homem como nos animais. Ainda nos dias de hoje as mi-
cobactérias são causadoras de enormes perdas económicas e humanas como é o caso da 
Tuberculose humana considerada como a segunda doença infeciosa com maior mortali-
dade no mundo. A primeira observação feita de um bacilo de tuberculose foi realizada 
por Robert Koch em 1882. Esta descoberta deu azo à identificação do género Mycobac-
terium (Shamputa et al., 2015) sendo este, o único género da família Mycobacteriaceae 
da ordem Actinomycetales, (Shinnick e Good, 1994). Mycobacterium sp., é composto por 
um número crescente de novas espécies principalmente nas últimas duas décadas, atual-
mente conta com 170 espécies que se distribuem por diversos ambientes (Forbes, 2017). 
Uma das formas de classificação é a utilizada por Kazda, 2009 conforme a patogenicidade 
em seres humanos esta divide-se em três grupos distintos: estritamente patogénicas, po-
tencialmente patogénicas e raramente patogénicas ou saprófitas como ilustrado na tabela 
1. As espécies pertencentes ao género Mycobacterium possuem um conjunto de caracte-
rísticas morfológicas e fisiológicas particulares, que permite distingui-las dos demais gé-
neros bacterianos nomeadamente: possuem uma morfologia em forma de bastonete po-
dendo ser retilíneos ou curvos, são bactérias aeróbias estritas, Gram-positivas, imóveis e 
não esporuladas. No entanto a sua característica mais notável é a parede rica em lípidos, 
composta por ácidos micólicos com 60 a 90 carbonos, conferindo a estas bactérias carac-
terísticas hidrofóbicas, resistência à maioria dos desinfetantes, pH extremos e dessecação 
(Carter e Wise, 2004). O facto de apresentarem ácidos micólicos na sua parede celular, 
permite reter a corante fuscina e impede a sua remoção por soluções alcoólicas ou ácidas 
utilizadas na coloração Ziehl-Neelsen. Desta forma, também se designam por bactérias 
ácido-álcool-resistentes. (P. Quinn et al., 2011). Para se distinguirem as diferentes espé-
cies de Micobactérias, podemos recorrer a diversas formas:  a diferenciação morfológica 
das colónias (lisas ou rugosas), a velocidade de crescimento (rápido, menos de sete dias 
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ou lento, mais de sete dias), a temperatura ótima de crescimento, as características ecoló-
gicas e a produção de pigmentos. (Shinnick & Good, 1994). 
 
 
 
Tabela 1: Classificação das espécies de micobactérias no Humano de acordo com a pa-
togenicidade (adaptado de Kazda et al. 2009) 
 
 
 
Patogénicas 
M. leprae 
 
M. caprae   
M. tuberculosis 
 M. canettii 
M. bovis 
     M. pinnipedii 
M. africanum 
 
M. microti 
 
Potencialmente patogénicas 
M. avium avium 
M. avium .  
paratuberculosis  
M. abscessus  
M. asiaticum 
M. branderi 
 
M. celatum 
M. chelonae 
M. fortuitum 
M. genavense 
M. haemophilum 
M. intracellulare 
 
M. kansasii 
M.malmoense 
M. marinum 
M. peregrinum 
M. scrofulaceum 
M. simiae 
M. szulgai 
M. ulcerans  
 
M. xenopi 
Raramente patogénicas 
M. agri  
M. alchiense 
M. alvei 
M. aurum  
M. austroafricanum 
M. brumae  
M. chitae 
M. chubuense  
M. confluentis 
M. cooki  
M. diernhoferi  
M. duvalii  
M. fallax  
M. farcinogenes 
M. flavescens 
M. gadium  
M. gastri  
M. gilvum 
M. gordonae 
M. hassiacum 
M. komossense  
M. lepraemurium  
M. mucogenicum  
M. nonchromoge-
nicm 
M. neoaurum 
M. obuens  
M. phlei 
M. porcinum 
M. pulveris  
M. rhodesiae 
M. senega-
lense 
 
M. shimoidei 
M. smegmatis 
M. sphagni 
M. thermoresist-
ible 
M. tokaiense  
M. triviale  
M. vaccae 
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2 Complexo Mycobacterium tuberculosis 
 
 
O complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) foi denominado assim, pelo facto de um 
dos membros ser M. tuberculosis, espécie patogénica de enorme importância para os hu-
manos, e simultaneamente também a mais escrutinada dentro deste complexo. O CMT é 
caracterizado por apresentar espécies de crescimento lento, causadoras de tuberculose 
humana e animal. Os seus membros têm a particularidade de partilharem 99,9% de ho-
mologia genética assim como sequências idênticas no gene 16S rRNA (Songer & Post, 
2005). Ainda assim, estes elementos possuem diversidade fenotípica e patogénica com 
diferentes distribuições geográficas, estando cada espécie adaptada a hospedeiros especí-
ficos (Brosch et al., 2002). 
Neste complexo incluem-se as espécies: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium 
africanum, Mycobacterium canettii, Mycobacterium microti, Mycobacterium bovis, 
Mycobacterium bovis Bacillus Calmette–Guérin.  Mais recentemente foram incluídos 
Mycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium orygis, Mycobacte-
rium mungi, Mycobacterium suricattae, Chimpanzee Bacilus e Bacilo Dassie (Dippenaar 
et al., 2015). 
 
M. tuberculosis – É a principal causa de tuberculose humana. Segundo os relatórios glo-
bais de Tuberculose de 2016 da World Health Organization estima-se que entre 2 a 3 
biliões da população mundial está infetada, todavia só entre 5-15% irão manifestar a do-
ença, devido a algum tipo de imunodeficiência, sendo o VIH um dos grandes percursores 
do aparecimento da doença (WHO, FAO, & OIE, 2017). Também foi reportado Myco-
bacterium tuberculosis não só em espécies domésticas (bovinos, cães, gatos) como em 
espécies selvagens de zoos e parques naturais: primatas, elefantes, herpestídeos e psitací-
deos. Este são casos de zoonose reversa em que os Humanos atuam como hospedeiro 
reservatório e transmitem o agente aos animais  (Alexander et al., 2002; Gordon & Behr, 
2015).  
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M. africanum – Responsável por 1% da tuberculose em Humanos, já teve diversas clas-
sificações de momento está dividido em duas linhagens, M. africanum West African I 
com maior prevalência nas zonas do Golfo da Guiné e M. africanum West African II mais 
prevalente na costa oeste de África (Rodriguez-Campos et al., 2014). 
 Nos animais, apesar de mais raro, já foi descrito em bovinos e suínos, macacos e no 
damão (Kazda et al., 2009; Winglee et al., 2016). 
 
M. canettii – É apontado como o membro mais próximo da espécie ancestral precursora 
de todo o CMT, esta espécie diverge em termos genéticos de todas as outras espécies e, 
tem a particularidade de originar colónias lisas e de ter um crescimento rápido. 
Tem sido descrito alguns caos de tuberculose em humanos na região do Corno de Africa 
(Aboubaker Osman et al.,2017). 
M. bovis – é o agente etiológico da tuberculose bovina, tem como principal hospedeiro o 
bovino, no entanto, é altamente adaptável a uma diversidade incrível de hospedeiros in-
cluindo o Homem. O bacilo de Calmette-Guérin (BCG) é uma estirpe desta espécie, ate-
nuada laboratorialmente e, utilizada na campanha de vacinação até hoje contra a tubercu-
lose em Humanos (Garnier et al., 2003) 
M. caprae –  anteriormente, dispôs várias denominações taxonómicas dentro CMT, toda-
via em 2003 foi designado como espécie, resultado de vários estudos encabeçados por 
Aranaz et al., 2003. Mycobacterium caprae, embora mais adaptado a caprinos infecta 
também uma panóplia de outros hospedeiros, como bovinos, suínos e silváticos (javali e 
veado) (Aranaz et al., 2003). Este agente, segundo a revisão de Rodriguez-Campos et al., 
2014, está limitado à zona geográfica do sul e centro da Europa. Também já foi compro-
vada a capacidade zoonótica, principalmente em humanos com contacto direto com ca-
prinos (Aranaz et al., 2003).   
M. microti – Considerado a tuberculose dos roedores, foi descrito pela primeira vez em 
1930, quando ocorreu uma epizootia em ratos toupeiros (Microtus agrestis) na Inglaterra. 
Este agente alcança outras espécies de pequenos roedores, ocasionalmente pode infetar 
animais domésticos como lamas, bovinos, suínos, cão e gato. Em humanos já foi relatado 
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casos, maioritariamente ligados a indivíduos imunocomprometidos. Estima-se que a pre-
valência desta espécie e distribuição geográfica esteja subestimada, pela sua dificuldade 
em se obter subculturas, nomeadamente devido ao tempo de crescimento e a sua adulte-
ração morfológica (Cavanagh et al., 2002; Boniotti et al., 2014). 
M. pinnipedii – Ocorre principalmente em pinípedes de vida livre ou de parques zoológi-
cos nas zonas da Europa, América do Sul e Oceânia. O risco de transmissão entre estas 
espécies é elevado dado a maioria destes mamíferos marinhos viverem em agregados de 
grande densidade. Em estudos realizados, foram reportados casos em bovinos e, também 
foi descrito como uma espécie com potencial zoonótico (Boardman et al., 2014; Amorim 
et al., 2014).  
M. orygis - É uma das espécies novas e ainda pouco estudadas do CMT, com uma ocor-
rência rara. Os casos surgem maioritariamente no sul da Ásia em animais, mas já foi 
reportada em pessoas que contactaram diretamente com animais infetados. Os seus hos-
pedeiros de eleição são na maioria ruminantes da família Bovidae como os órix, antílopes, 
gazelas, veados e bovinos (Rahim et al., 2017).  
M. mungi - Também chamado bacilo dos mangustos, este foi primeiramente isolado, 
como o nome indica, em mangustos no Botswana. Este patogeno tem desde os sinais 
clínicos iniciais uma evolução rápida e, naturalmente, taxas de mortalidade elevada nas 
comunidades de mangustos, em comparação com a virulência e patogenicidade de outros 
integrantes do CMT. Outra particularidade desde agente é a sua principal via de transmis-
são não ser a via respiratória, vários estudos sugerem que poderá ser uma transmissão 
ambiental, o que vai de encontro ao modus vivendi destes hospedeiros que se alimentam 
de resíduos humanos (Alexander et al., 2010).  
M. suricattae - É uma espécie do CMT ainda em estudo. Ocorre em suricatas no deserto 
de Kalahari, África do Sul.  Sabe-se que está intimamente ligado a outras micobactérias 
novas como o Dassie Bacilus, Chimpanzee Bacilus e o M. mungi que possivelmente pro-
vêm de um cenário evolutivo de uma linhagem de M. africanum (Parson et al., 2013; 
Dippenaar et al., 2015)  
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Bacilo Dassie - É encontrado no damão-do-cabo (Procavia capensis) no Sul de África. 
Os estudos indicam que este animais apresentam uma transmissão por via respiratória 
dado o a maioria das lesões se localizarem no parênquima pulmonar e pleura (Clarke et 
al.,2016). 
 
3 Filogenia do Complexo Mycobacterium tuberculosis 
 
As espécies do Complexo Mycobacterium tuberculosis, apesar de apresentarem distintas 
variações fenotípicas e especificidade para diferentes hospedeiros, são um dos exemplos 
mais extremos de homogeneidade genética, havendo uma variação de nucleótidos em 
torno dos 0,01%-0,03% (Gutierrez et al., 2005). De facto, para se criar uma árvore filo-
genética é necessário recorrer a marcadores estáveis, ou seja, com baixas taxas de muta-
ções e sem ADN repetitivo, para que a designação de espécie do complexo seja consis-
tente. São considerados marcadores estáveis no CMT as regiões de diferença –RD (Regi-
ons of difference), regiões essas menos propensas a fenómenos de homoplasia. Outro tipo 
de marcador também utilizado são os nucleótidos de polimorfismo único (SNPs – Single 
Nucleotide Polymorphisms), que estão presentes em diversos genes, como por exemplo: 
oxyR, pncA, katG, gyrA, gyrB. Alguns SNPs têm a capacidade de diferenciar determina-
das características fenotípicas nas estirpes de micobactérias, como é o caso da resistência 
a medicamentos e/ou a virulência do agente (Stucki & Gagneux, 2013; Rodriguez-
Campos et al., 2014). 
À exceção de M. canetti e de algumas estirpes com colónias lisas, em que há evidência 
de transferência horizontal de genes, os marcadores RD são representantes de fenómenos 
evolutivos unidirecionais. Uma vez que, as deleções desses marcadores são irreversíveis, 
é de esperar que quanto maior o número de deleções mais recente é a espécie do com-
plexo. Estas afirmações são corroboradas com os estudos de Brosch e colaboradores, que 
desenharam o quadro evolutivo do CMT, por outras palavras, sugere que a evolução da 
espécie ancestral do CMT terá perdido inicialmente a região RD9, posteriormente a RD7, 
RD8 e RD10 e atualmente a RD12, RD13 e RD4 (figura 1). A eliminação destes últimos 
marcadores deu origem à espécie Mycobacterium bovis que por consequência tem um 
genoma de menores dimensões, assim como não apresenta nenhum gene que lhe seja 
exclusivo (Garnier et al., 2003) 
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É de notar que as estirpes vacinais de M. bovis, os bacilos de Calmette-Guérin (BCG), 
apresentam uma deleção na RD1 o que sugere um papel importante desta região na viru-
lência das espécies patogénicas do complexo (Brosch et al., 2002). 
Figura 1: Filogenia do CMT baseada nas eliminações sucessivas das regiões de diferença 
(RD). As caixas cinzentas representam as deleções das RD, as caixas brancas os SNPs. 
(Adaptado de Dippenaar et al., 2015) 
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4 Tuberculose Bovina 
 
4.1 Introdução 
 
A tuberculose bovina é uma doença infeciosa com caráter zoonótico, que apresenta uma 
evolução habitualmente crónica, com o desenvolvimento de lesões granulomatosas que 
lhe são características. 
 Mycobacterium bovis agente etiológico da tuberculose bovina, tem uma distribuição cos-
mopolita e capacidade de infetar um enorme leque de hospedeiros, incluindo o Homem.        
Nas espécies domésticas, os  hospedeiros de eleição sãos os bovinos, onde são relatados 
um maior número de casos (Fitzgerald & Kaneene, 2013). 
Em 2016 a Organização Mundial de Saúde (OMS) estimou 147 mil novos casos de tu-
berculose bovina (bTB) em humanos com mortalidade na ordem das 12 mil, como apre-
sentado nas figuras 2.1 e 2.2. As implicações desta doença extravasam facilmente a esfera 
da saúde pública. Tendo em conta que existem zonas de grande prevalência de bTB em 
bovinos e animais silváticos, que promovem a manutenção e transmissão do agente, tra-
duzindo-se em cerca de 50 milhões de bovinos infetados em todo o mundo, com um im-
pacto a nível económico na ordem dos 2,5 biliões de euros, devido fundamentalmente a 
reduções da produção de leite e carne, embargos comerciais e planos de contingência. 
(WHO, 2017)  
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4.2 Meios de Infeção e Transmissão 
 
O agente da bTB adquiriu, ao longo da sua evolução, uma dinâmica bastante flexível para 
se perpetuar, tanto que, dependendo do meio e dos hospedeiros com que interage, este 
comporta-se de diferentes formas. 
O M. bovis apresenta diversas vias de infeção, nos bovinos a mais frequente é a via aeró-
gena por exposição a aerossóis contaminados, destaca-se das demais por ser necessário 
uma menor dose infetante para que ocorra infeção. Contudo, outras vias são plausíveis, 
nomeadamente a digestiva, a congénita e, mais raramente, a via sexual.  
A transmissão ocorre por duas formas, a direta e indireta. Na transmissão direta, ocorre 
contacto direto entre um animal infetado e um suscetível, geralmente entre animais da 
mesma espécie e com hábitos comunitários (Phillips et al., 2003). Num contexto nacional, 
exemplos de transmissão direta são: o caso das fêmeas de javali que coabitam em grupos 
sociais, os hábitos gregários dos veados, ou os bovinos em regime intensivo. 
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Na transmissão indireta, ocorre por contaminação ambiental, com condições favoráveis 
por período suficiente para infetar outros hospedeiros. Usualmente este tipo de transmis-
são está mais associada a hospedeiros de espécies distintas, seja por os animais ficarem 
expostos a carcaças de animais doentes, ou por partilharem pastagens e água contamina-
das (Phillips et al., 2003;  Santos, 2016) . O modo como os animais se contagiam é através 
do contacto com  material contaminado proveniente de  descargas nasais, fezes, urina,  
mucosas, leite e sémen (Carter & Wise, 2004). 
 
 
 
 
4.3 Patogenia 
 
As lesões primárias da tuberculose bovina estão intimamente ligadas à via de infeção do 
animal.  Nos bovinos, a via mais comum é a via aerógena, por outras palavras, se o animal 
inalar material contaminado, é presumível que as lesões iniciais ou também chamado 
“complexo primário”, que abarca a lesão inicial e o linfonodo regional, surjam no apare-
lho respiratório, nomeadamente no trato respiratório superior que comporta os linfonodos 
retrofaríngeos e tonsilas e, no trato respiratório inferior, onde lesões mais comuns são nos 
pulmões, linfonodos mediastínico e traqueobrônquicos (Menzies & Neill, 2000).   
No sistema digestivo, especialmente nos linfonodos mesentéricos e trato intestinal ocorre 
quando o animal se infeta por ingestão de alimento contaminado. As lesões hepáticas ou 
no sistema porta estão associadas a transmissão vertical. Apesar de incomum, também 
estão descritas lesões primárias de tuberculose nos órgãos genitais com provável trans-
missão sexual. Foram descritas recentemente lesões de tuberculose mamária, como pre-
sumível consequência de transmissão iatrogénica por tratamentos intramamários em va-
cas. No entanto estes últimos são cada vez mais raros, sobretudo com a implementação 
de programas de erradicação de tuberculose bovina (Domingo et al., 2014) 
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4.4 Resposta imune e lesões anatomopatológicas  
 
A entrada do agente no organismo do hospedeiro, despoleta uma resposta imune derivada 
da imunidade inata do animal. Nesta primeira barreira, estão implicados vários mecanis-
mos de defesa inespecíficos contra organismo invasores. 
Pressupondo que a via de infeção por inalação é a forma mais usual de infeção de um 
bovino, o agente é detetado pelo sistema imune fagocitário sendo, os neutrófilos e poste-
riormente os macrófagos alveolares, as primeiras células envolvidas na resposta imunitá-
ria contra o agente. As micobactérias são eficientemente fagocitadas pelos macrófagos 
através de recetores ao nível da membrana plasmática que se ligam aos bacilos (Pollock 
& Neill, 2002). 
Num processo normal de fagocitose ocorre fusão do fagossoma com o lisossoma, origi-
nando um fagolisossoma nas quais as bactérias são eliminadas. No entanto, as micobac-
térias têm um conjunto de mecanismos que por vezes impedem a sua fusão, através do 
bloqueio da maturação do fagossoma prevenindo assim, a sua degradação e apresentação 
antigénica, conseguindo estabelecer-se num ambiente no qual são capazes de sobreviver 
e multiplicar-se intracelularmente (Teixeira et al., 2007) 
Duas a três semanas após a infeção (Crevel et al., 2002), desenvolve-se a imunidade es-
pecifica, sendo predominantemente do tipo celular. Nesta fase de reconhecimento dos 
bacilos M. bovis destacam-se os TLR (Tool Like Receptors) que são recetores transmem-
branários expressos nas células apresentadoras de antigénios, como macrófagos e células 
dendríticas e que, por sua vez, desempenham um papel essencial entre a ligação da res-
posta inata e específica. Estes medeiam uma resposta inflamatória através da produção de 
citoquinas anti-inflamatórias e pró inflamatórias que permitem ativar a resposta imune 
dos linfócitos T, T CD4+ (T helper) e T CD8+(T citotóxico). De entre estes, destacam-se 
Linfócitos Th1 pela particularidade de produzirem várias citoquinas relevantes, como a 
IL-2, o TNF-α e o IFN-g  que medeiam o processo de ativação e regulação da atividade 
bactericida dos macrófagos (R. van Crevel et al., 2002; Teixeira et al., 2007; Umemura 
et al., 2007). 
A acumulação de células inflamatórias em redor das micobactérias, promove o apareci-
mento de uma lesão granulomatosa, constituída por uma lesão central caseosa, composta 
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por neutrófilos, células epitelioides e células gigantes de Langerhans, estas últimas carac-
terísticas nas lesões de tuberculose. A periferia da lesão, é formada por linfócitos e ma-
crófagos (figura 3), podendo ainda contemplar tecido conjuntivo fibroso a encapsular a 
lesão (Domingo et al., 2014). Em fases avançadas, a lesão tuberculosa evoluirá para uma 
necrose de caseificação no centro com possível calcificação distrófica, comum nos linfo-
nodos dos bovinos. Os fatores como a imunidade do hospedeiro e virulência do agente 
vão contribuir para o desfecho da infeção, podendo ela regredir pela eliminação do agente 
e ocorrer cura espontânea, ou haver sequestro permanente do agente num granuloma, 
configurando este processo como um período estacionário. Outros quadros da doença po-
dem ser a progressão da infeção através da disseminação de bacilos por via linfo hemática 
ou por contiguidade. A reinfeção endógena ou exógena, constitui os casos de tuberculose 
crónica evolutiva. Por último pode dar-se a reativação de lesões antigas por colapso da 
resistência geral  (Plana & Quezada, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Representação de uma lesão pulmonar granulomatosa típica num bovino 
adaptado de Quinn et al 2011. 
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4.5 Diagnóstico de Tuberculose Bovina 
 
Com a evolução da ciência e, por consequência das técnicas de diagnóstico, torna-se im-
perativo aliá-las ao controlo e erradicação de doenças que ainda têm um impacto signifi-
cativo sobre a saúde pública. Na tuberculose bovina, com exceção da vacinação oral de 
BCG vivo atenuado em texugos no Reino Unido (Perrett et al., 2018), a vacinação de 
animais está interdita na Europa, por não ser possível distinguir, se o animal  está vaci-
nado ou infetado por Mycobacterium bovis (Vordermeier et al. , 2016) enquanto não se 
implementar uma vacina DIVA (Differentiate Infected from Vaccinated Animals),  têm-
se desenvolvido e aperfeiçoado técnicas para um diagnóstico mais célere e eficiente do 
agente, seja por técnicas convencionais, tais como o diagnóstico pela prova da intrader-
motuberculinização comparada (IDTC), interferão-gama e técnicas bacteriológicas, ou 
por técnicas moleculares, sendo atualmente consideradas ferramentas essenciais para um 
conhecimento mais profundo de Mycobacterium bovis, servindo de base, na investigação 
epidemiológica e consequentemente, a um controlo mais capaz da doença. 
4.5.1 Métodos de diagnóstico in vivo 
 
4.5.1.1 Prova da Intradermotuberculinização comparada (IDTC) 
 
A IDTC é um teste oficial e obrigatório (Anexo B do Decreto-Lei nº 157/98, de 9 de 
Junho) de despiste de tuberculose bovina em Portugal. O objetivo do teste é verificar se 
ocorre nos bovinos uma reação de hipersensibilidade do tipo IV, isto é, após a adminis-
tração da PPD bovina e de PPD aviária (proteína purificada derivada de estirpes de Myco-
bacterium bovis e Mycobacterium avium avium respetivamente), no  caso de positividade 
do animal, verifica-se a mobilização de linfócitos T e monócitos sensibilizados, para o 
local da inoculação intradérmica ( Sakamuri et al., 2015). 
 No procedimento, recorre-se a duas inoculações intradérmicas de tuberculina bovina e 
tuberculina aviária entre o terço anterior e médio do pescoço, distando verticalmente um 
palmo entre elas (DGAV, 2005).  
A reação deve ser verificada através da medição da prega de pele por um cutímetro, antes 
da inoculação das tuberculinas e 72h após inoculação e, posteriormente, comparadas as 
reações da tuberculina aviária e tuberculina bovina. O animal é considerado positivo caso 
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a reação local da tuberculina bovina, for superior em 4mm em relação à tuberculina avi-
ária (DGAV, 2005; P. J. Quinn, 2011; Vordermeier et al., 2016). 
Os falsos-negativos podem ocorrer devido a um amplo espectro de situações nomeada-
mente: animais infetados há menos de 30 dias, casos de imunossupressão derivado a 
stress, pós-parto, doenças autoimunes, doenças infeciosas ou administração de corticos-
teroides, casos de anergia em animais com fases avançadas de tuberculose e problemas 
relacionados com execução da técnica ou leitura do resultado. Os falsos-positivos surgem 
por situações de reação cruzada a outras micobactérias, daí ser importante a utilização da 
tuberculina aviária de modo aumentar a especificidade e a diminuir o número de falsos-
positivos ( Sakamuri et al., 2015; P. J. Quinn, 2011) 
Recorre-se ao teste para efeito de classificação sanitária da exploração quanto à bTB, para 
os testes de pré-movimentação de bovinos, ou sempre que se justifique a testagem do 
efetivo. As normas da aplicação da IDTC, bem como as regras da sua implementação, 
apresentam-se de forma mais exaustiva no “Manual de apoio a erradicação de tuberculose 
bovina” (2005) e no “Manual de procedimentos à implementação dos testes de pré-mo-
vimentação em território nacional” (2012). 
Embora hajam vários fatores envolvidos na diminuição da sensibilidade e especificidade 
da IDTC, esta continua a ser empregue até ao momento, por apresentar uma boa relação 
custo/beneficio para o rastreio de efetivos. 
 
4.5.1.2 Teste Interferão-γ 
 
O teste de IFN-γ (interferão-gama) é um teste oficial de diagnóstico complementar, que 
tem como pressuposto aumentar a sensibilidade do teste de IDTC. 
No âmbito do plano de erradicação, utiliza-se em situações de animais duvidosos à tuber-
culina em explorações não oficialmente indemnes ou, em explorações com positividade 
crónica à bTB, no sentido de evitar o abate total do efetivo  
Com o teste pretende-se comparar e quantificar a libertação da citoquina de IFN-γ por 
linfócitos T previamente sensibilizados pela PPD mamífera e PPD aviária.  No caso do 
animal estar infetado com M. bovis ocorre maior produção IFN-γ (Pollock et al., 2005). 
As vantagens do teste IFN-γ é a sua alta sensibilidade, a deteção de bovinos infetados 
mais precocemente em comparação com a IDTC e a simplificação do maneio dos animais, 
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por apenas ser necessária uma colheita de sangue. As desvantagens centram-se primeira-
mente na logística, pois a amostra deve ser enviada para o laboratório 8h após a colheita 
com temperaturas entre os 10ºC-26ºC. Outros fatores são,  o custo elevado, a possibili-
dade de ocorrer uma resposta não inespecífica na estimulação de IFN-γ em animais com 
menos de 6 meses e, sobretudo, o facto da especificidade do teste do IFN-γ ser conside-
rada inferior à da IDTC, não o tornando apropriado como teste único no rastreio de efeti-
vos ( Sakamuri et al., 2015). 
 
4.5.2 Métodos de diagnóstico bacteriológicos  
 
Os métodos bacteriológicos utilizados para identificação do agente da tuberculose bovina 
são levados a cabo pelo laboratório de referência, LNIV (Laboratório Nacional de Inves-
tigação Veterinária) através de amostras de tecidos colhidos de carcaças com lesões sus-
peitas provenientes de montarias, achados de matadouro, ou abate sanitário de animais 
positivos ao teste da tuberculina. Nestes últimos casos, é feita uma inspeção minuciosa 
das carcaças e são retiradas amostras das lesões macroscópicas e linfonodos satélite. Em 
caso de ausência de lesões visíveis é recomendado, todavia, retirar amostras dos linfono-
dos retrofaringeos, mediastínicos, traqueobrônquicos, mesentéricos e cervicais superfici-
ais para análise (Plana & Quezada, 2004) 
No LNIV procede-se à observação das amostras no microscópio, a partir de um esfregaço 
com coloração Ziehl-Neelsen especifico para BAAR. Este diagnóstico é apenas presun-
tivo, uma vez que somente indica que estamos perante micobactérias, no entanto, numa 
primeira abordagem, é considerado um método rápido e económico.  
Nos bovinos, há a particularidade das lesões nestes animais apresentarem baixo número 
de micobactérias, tornando o método bastante menos sensível, ao contrário de, por exem-
plo, nos veados. 
O isolamento do M. bovis necessita de uma serie de procedimentos laboratoriais. Em pri-
meiro lugar,  a descontaminação com hidróxido de sódio de 2-4% durante 30 minutos,  
posteriormente realiza-se a centrifugação, de modo a concentrar as micobactérias ( Quinn, 
2011). Seguidamente procede-se à inoculação do agente em meios de cultura específicos. 
No LNIV, utilizam-se frequentemente o meio líquido Bactec 460 (método radiométrico) 
e os meios sólidos Lowenstein-Jensen e Stonebrink incubados a 37ºC, podendo ocorrer 
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o aparecimento de colónias de Mycobacterium bovis até após oito semanas. É então efe-
tuada a identificação fenotípica das colónias e podem também ser realizados testes bi-
oquímicos (Duarte, 2008). 
 
4.5.3 Métodos moleculares de genotipagem 
 
As análises moleculares para identificação e distinção de microrganismos estão cada vez 
mais em voga, podem ser usadas em diferentes finalidades, como por exemplo no diag-
nóstico clinico ou na investigação, ao ponto de permitir, traçar um perfil epidemiológico 
dos agentes infeciosos.  
Como é sabido, as espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis partilham quase a 
totalidade de seu ADN, porém existem uma panóplia de análises moleculares desde kits 
comerciais a vários métodos in house disponíveis que, consoante o seu poder discrimina-
tório, permitem distinguir géneros, espécies ou estirpes (OIE, 2009).  
Desde 1990 (Tortoli et al.,2012) que tem havido progressos no sentido da uniformização 
dos testes,  devendo estes  obedecer a alguns padrões, nomeadamente: uma reprodutibili-
dade consistente, uma menor complexidade e menor custo económico (El-Sayed et al., 
2016).  
No caso da epidemiologia molecular, nas espécies do CMT e em particular de M. bovis, 
vários elementos genéticos contribuem para o polimorfismo do ADN, nomeadamente as 
zonas de IS (Insertion Sequence), as zonas DR (Direct Repeats) e os MIRUs (Mycobac-
terial Interspersed Repetitive Units). Contemplando estas zonas de polimorfismo gené-
tico, foram desenvolvidas algumas técnicas de genotipagem: as que analisam o polimor-
fismo de comprimento de fragmentos de restrição na sequência IS6110 (RFLP-IS6110) 
e, mais recentemente, com recurso à amplificação de regiões polimórficas baseado em  
PCR onde se destacam o Spoligotyping e o MIRU-VNTR (Brosch et al., 2002) . 
O RFLP-IS6110 é uma técnica de genotipagem onde ocorre digestão do ADN pela  en-
zima de restrição PvuII (Radhakrishnan et al., 2001) com o objectivo de detetar variações 
geradas pela posição das diferentes sequências de inserção IS6110 no genoma. A IS6110 
tem 1335 pb e é exclusiva do CMT, podendo existir  múltiplas cópias inseridas de forma 
aleatória no genoma das espécies (Thierry et al., 1990; Cowan et al.,2002).  É considerado 
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o gold-standard para a genotipagem de Mycobacterium tuberculosis por ser bastante dis-
criminatório e a variação do seu relógio molecular ser lenta (Cowan et al., 2002). No 
entanto, apresenta escassa discriminação em espécies com número de cópias da IS6110 
inferiores a seis, o que acontece para  M. bovis, tendo menor utilidade para os estudos 
onde se inclua o agente da bTB (Thierry et al., 1990; Roychowdhury et al., 2015). 
 Na genotipagem por amplificação de regiões polimórficas baseado em PCR, são usual-
mente utilizados: o spoligotyping, que estuda o polimorfismo da região DR e que será 
abordado com mais detalhe no próximo tópico, e o polimorfismo das regiões MIRU-
VNTR (número de repetições em tandem destas regiões).   
O VNTR- typing é uma técnica molecular que se baseia na análise de loci dispersos pelo 
genoma de microrganismos, no caso das micobactérias essas sequências minissatélites de 
40 a 100 pb são designadas por MIRUs (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) 
(Skuce et al., 2002). Na análise dos MIRU-VNTR através da amplificação por PCR, é 
possível o cálculo do número de repetições em tandem para cada locus, com base no 
tamanho do produto amplificado (Skuce et al., 2002; Sola et al., 2003). Atualmente ainda 
não existe uma uniformização dos VNTR a aplicar nos estudos mas, segundo Roring et 
al., 2004, dado a diversidade dos loci suscetíveis de caracterizar, estes podem ser ajusta-
dos consoante o tipo de estudo em causa e o cenário epidemiológico, de modo a escolher 
um painel de loci com maior índice de discriminação.  
 
4.5.3.1 Spoligotyping 
 
Foi no início da década de 90 que se descobriu a natureza polimórfica do locus DR, que 
abrange um número variável de cópias de repetição direta (DVR – Direct Variant Repeat) 
(Groenen et al. , 1993).  
Os DVRs contêm sequências estáveis de DR de 36 pb intercaladas por 43 sequências 
espaçadoras específicas e não repetitivas de 35 - 41 pb (figura 4). Este achado permitiu 
desenvolver no ano 1997 por Kamerbeek e colaboradores o método spoligotyping cujo 
nome deriva de Spacer Oligonucleotide Typing (Kamerbeek et al., 1997).  
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O spoligotyping é uma técnica de genotipagem baseada na amplificação por PCR da re-
gião polimórfica DR que gera padrões binários consoante a presença ou ausência dos 
espaçadores (Warren et al., 2002). Esta técnica inicia-se a partir da extração de ADN das 
micobactérias por disrupção mecânica e posteriormente amplificada por PCR a região DR 
através de um par de sequências iniciadoras marcadas com a biotina. Após este passo é 
necessário diluir e desnaturar os produtos da amplificação obtidos, de modo a se obter 
cadeias simples de ADN. São então colocados numa membrana através de um minibotter, 
para que haja hibridação dos produtos de PCR com os oligoelementos (correspondentes 
às sequências espaçadoras) da membrana. 
 A membrana é um pelicula quadrangular de nylon que possui 43 oligoelementos corres-
pondentes aos espaçadores, e que tem capacidade para abarcar 43 isolados onde se inclui 
dois controlos positivos representados pelas estirpes M. tuberculosis H37Rv e M. bovis 
BCG e um controlo negativo de água bidestilada. 
Segue-se uma nova etapa onde é utilizado um conjugado de estreptavidina-peroxidase 
que se liga aos produtos de PCR hibridados marcados com biotina.  É posteriormente 
adicionado um substrato de quimioluminescência que reage com a peroxidase, ocorrendo 
a emissão de fotões que são impressionados numa película autorradiográfica, o resultado 
Figura 4: Técnica de spoligotyping.  1- Locus DR com cópias de DVR – Direct Variant 
Repeat contendo sequências estáveis de DR e sequências espaçadoras específicas e não 
repetitivas de 35 - 41 pb. 2- Hibridação dos produtos de PCR com a membrana de spo-
gotyping Adaptado de Comas et al., 2009. 
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final está representado na figura 5. 
Na película autorradiográfica, por cada espaçador presente é produzido um retângulo es-
curo, enquanto a inexistência de determinado espaçador é indicada pela ausência na res-
petiva posição. O perfil de spoligotyping obtido pode ser convertido em código binário 
com 43 caracteres (0 representa a ausência da sequência espaçadora e 1 a presença da 
mesma). É comum mencionar as estirpes por um código de seis carateres representado 
por duas letras SB que denomina “Spoligotype Bovis” e quatro números.  
No site MBovis.org os perfis obtidos podem ser convertidos automaticamente e adicio-
nados às bases de dados do site. 
 Apesar do  spoligotyping ter um poder discriminatório inferior à genotipagem  MIRU-
VNTR- é uma mais valia no sentido de ser uma metodologia rápida, apresentar uma boa 
reprodutibilidade inter-laboratorial e com custos bastantes acessíveis (Sola et al., 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Película radiográfica de uma membrana de Spoligotyping, foto tirada no LNIV. 
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5 Epidemiologia 
 
5.1 Panorama Global da bTB 
 
A Tuberculose Bovina é endémica em muitas populações animais do mundo, como apre-
sentado na figura 6, o que acarreta enormes perdas económicas e humanas. 
A sua vigilância é desafiadora, devido à sua epidemiologia complexa subjacente, que en-
volve múltiplos hospedeiros em populações domésticas e selvagens díspares pelo mundo. 
Exemplo disso, é a disposição dos hospedeiros reservatórios consoante a área geográfica 
como é o caso na Nova Zelândia do cusu ou possum (Trichosurus vulpecula), na África 
do Sul o búfalo africano (Syncerus caffer), no Michigan-Estados Unidos é relatado no 
veado de cauda branca (Odocoileus virginianus), já na Europa, no Reino Unido está iden-
tificado o texugo (Meles meles), enquanto na Península Ibérica ocorre em javalis (Sus 
scrofa) (Palmer, 2013) e veados (Cervus elaphus). Outros animais silváticos podem ser 
considerados Spillovers-hosts (hospedeiros acidentais) o que significa que eles podem 
infetar bovinos, mas não desempenham um papel fulcral na manutenção e transmissão 
WHO, 2017). 
Atualmente decorrem no mundo alguns planos de controlo e erradicação, nomeadamente 
na Europa, Japão, Nova Zelândia, Estados Unidos e alguns países da América Central e 
do Sul (Amato et al., 2018), todavia, a implementação dos planos de controlo e erradica-
ção de bTB, ainda está restrito a países com capacidade económica, dado o alto custo de 
implementação do mesmo. Países como a Austrália, Canadá, França, Alemanha e países 
nórdicos já alcançaram a erradicação da doença com sucesso, o que vem reforçar a im-
portância destes programas ( Santos, 2016). 
Em Outubro de 2017 a OMS (Organização Mundial de Saúde), a OIE (Organização Mun-
dial da Saúde Animal), a FAO (Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agri-
cultura) e a União internacional contra a tuberculose e doenças respiratórias (The Union) 
lançaram um roteiro com um conjunto de estratégias a ser implementadas a curto e médio 
prazo para o controlo da tuberculose bovina, que vai de encontro aos objetivos que a OMS 
se propôs a concretizar, através do projeto  “WHO’s End TB Strategy” que visa acabar 
com a epidemia mundial de tuberculose até 2030. 
O roteiro está focado numa abordagem de Uma Só Saúde -One Health-, reconhecendo a 
interdependência dos setores da saúde humana e animal, de modo a enfrentar os principais 
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impactos económicos e na saúde que a tuberculose bovina provoca.  
São definidas dez prioridades de ação centradas em torno de três pilares (tabela 2), são 
eles: 
 
  Tabela 2: Conjunto de estratégias a implementar a curto e médio prazo para o controlo   
da tuberculose bovina adaptado de (WHO et al., 2017) 
Melhoramento da base de evi-
dência científica 
 
Reduzir a transmis-
são da interface Ho-
mem-animal 
 
Fortalecer ligações inter-
sectoriais e colaborativas 
 
 
1. Recolher, analisar e divulgar 
sistematicamente dados da inci-
dência de Tb zoonótica em huma-
nos e melhorar a vigilância e noti-
ficação de Tb bovina em animais 
domésticos e selvagens; 
 
4.Desenvolver estraté-
gias para melhorar a 
segurança alimentar; 
 
7.Aumentar a conscienciali-
zação da TB zoonótica, en-
volver entidades públicas e 
privadas e estabelecer uma 
colaboração intersectorial 
efetiva. 
2. Expandir e melhorar as ferra-
mentas de diagnóstico de tubercu-
lose zoonótica em humanos; 
 
 
5.Desenvolver a capa-
cidade do setor da sa-
úde animal de modo a 
reduzir prevalência de 
TB nos animais de pe-
cuária. 
 
 
8. Desenvolver e implemen-
tar políticas e diretrizes para 
a prevenção, vigilância, di-
agnóstico e tratamento da TB 
zoonótica, de acordo com as 
normas intergovernamentais 
quando relevante; 
 
3. Identificar e abordar as lacunas 
de investigação na TB zoonótica e 
bovina, incluindo epidemiologia, 
ferramentas de diagnóstico, vaci-
nas, regimes de tratamento efica-
zes para pacientes, sistemas de sa-
úde e intervenções coordenadas 
com serviços veterinários. 
 
6. Identificar popula-
ções-chave e fatores de 
risco para transmissão 
de TB zoonótica. 
 
 
9. Identificar oportunidades 
para intervenções adaptadas 
à comunidade que abordem 
conjuntamente a saúde hu-
mana e animal; 
 
10. Desenvolver compromis-
sos políticos e de financeiros 
para lidar com a tuberculose 
zoonótica em todos os seto-
res a nível global, regional e 
nacional. 
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5.1.1 Tuberculose Bovina na União Europeia 
 
Desde 1970 que a tuberculose bovina representa um tema de relevo para a União Europeia 
com aprovação das primeiras medidas de financiamento a programas nacionais de erra-
dicação e medidas regulamentares nos estados membros. Segundo o tribunal de contas 
europeu, no relatório especial “Programas de erradicação, controlo e vigilância destinados 
a limitar as doenças animais” nos anos 2009-2014 foi a doença com mais financiamento 
despendido na ordem de 346,4 milhões de euros (European Court of Auditors, 2016). 
A Diretiva do Conselho 64/432 da CEE, tem como fim regulamentar o controlo e erradi-
cação de bTB nos estados membros, através da implementação de regras do comércio 
intracomunitário e extracomunitário de animais, critérios de classificação sanitária dos 
efetivos,  testes de diagnóstico de apoio à erradicação, e regras de obtenção de um estatuto 
oficialmente indemne (Duarte, 2008). 
De acordo com a legislação em vigor, um Estado Membro ou região é considerado ofici-
almente indemne de tuberculose bovina quando satisfeitas as seguintes condições: Cada 
bovino deve estar identificado e registado de acordo com o Regulamento (CE) nº 820/97; 
O rastreio de bovinos através do regime de identificação e registo de bovinos, relativos à 
Figura 6: Panorama global de tuberculose bovina em animais domésticos e selvagens por 
pais de Janeiro-Julho 2016. Adaptado de:  https://www.oie.int/wahis_2/pu-
blic/wahid.php/Diseaseinformation/Diseasedistributionmap. 
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rotulagem de carne e de produtos derivados de carne de bovinos; Todos os bovinos aba-
tidos são sujeitos a uma inspeção sanitária oficial; A percentagem anual de efetivos con-
firmados como infetados não exceda 0,1% durante seis anos consecutivos e pelo menos 
99,9% dos efetivos têm o estatuto de oficialmente indemnes de tuberculose no final de 
cada ano, também durante um período de seis anos. 
No relatório científico da EFSA (Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos) 
e do ECDC (Centro Europeu de Prevenção e Controlo das Doenças) intitulado "O relató-
rio de síntese da União Europeia sobre tendências e fontes de zoonoses, agentes zoonóti-
cos e surtos de alimentos em 2016" produziu uma lista de países oficialmente indemnes 
e não oficialmente indemnes. Bulgária, Croácia, Chipre, Grécia, Irlanda, algumas regiões 
de Itália, Portugal (exceto Algarve), Roménia, Espanha e Reino Unido são considerados 
não oficialmente indemnes de acordo com a legislação da UE (Decisão 2014/91/ UE35) 
como representado na figura 7. 
Atualmente, na União Europeia a prevalência de tuberculose bovina é bastante baixa, na 
ordem dos 0,7 %, no entanto a sua distribuição não é uniforme. A prevalência pode variar 
desde a ausência de animais positivos, até uma prevalência regional em países não ofici-
almente indemnes como a região de Andaluzia, Espanha com uma prevalência em explo-
rações de 15,8% (European Food Safety Authority & European Centre for Disease 
Prevention and Control, 2017). 
 Muitos fatores podem ser atribuídos à dificuldade de alguns estados membros em erra-
dicarem a tuberculose bovina, desde os sistemas de criação de bovinos, a diferenças am-
bientais, à própria ecologia dos silváticos, em particular aqueles que atuam como hospe-
deiro reservatório. Segundo um estudo de Rivière et al. 2014, apenas 8 em 21 países 
membros entrevistados declararam ter implementado vigilância passiva e/ou ativa em es-
pécies silváticas. No entanto, a identificação e a prevenção efetiva são uma determinante 
chave da eficácia das medidas de controlo, apesar da falta de exigência de obrigatoriedade 
da vigilância de tuberculose em animais selvagens na legislação da UE (Rivière et al., 
2014). 
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5.1.2 Tuberculose Bovina em Portugal 
 
Em Portugal a tuberculose bovina é uma realidade presente em todo o território exceto na 
região do Algarve.  A implementação do programa nacional de erradicação de tuberculose 
bovina, cofinanciado por fundos Europeus desde 1991, é reavaliado anualmente e visa a 
vigilância da população bovina e a redução na prevalência e incidência da doença apoiada 
pela legislação da Diretiva 64/432 CEE de 26 de Junho e o Decreto-Lei no 272/2000 de 
8 de Novembro de 2000 que define os estatutos sanitários das explorações, as regras de 
testagens dos efetivos e o controlo de movimentações de animais (DGAV, 2017). 
O plano de erradicação apresenta uma organização hierárquica, é elaborado pela DGAV, 
autoridade nacional responsável pelo controlo e erradicação da tuberculose bovina e o seu 
serviço central DSPA (Direção de Serviços de Proteção Animal) responsável pela coor-
denação e acompanhamento do programa. No continente, estão distribuídas cinco dire-
ções regionais (DSAVR) constituídas pelo Norte, Centro, Lisboa e Vale do Tejo, Alentejo 
Figura 7:  Estatuto da tuberculose bovina nos países membros da UE – adaptado de EFSA 
e OCDC 2017. 
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e Algarve. São responsáveis pela atribuição do estatuto das explorações, controlos ofici-
ais, investigações epidemiológicas, inspeção de carcaças em matadouro e, supervisão do 
cumprimento da identificação de animais e testagens de efetivos pelas Organizações de 
Produtores Pecuários (OPPs), que devem registar os resultados no site Pisa.net. Esta pla-
taforma informática é um sistema de informação e gestão de saúde animal oficial, que 
permite a centralização de toda a informação sobre identificação, atividade sanitária, clas-
sificação e testes de diagnóstico dos animais e explorações. 
 Em caso de bovinos com lesões suspeitas em matadouro, animais com positividade a 
bTB direcionados para abate sanitário ou IDTC duvidoso que requeira teste diagnóstico 
complementar, as amostras são remetidas para o LNIV, entidade responsável para o di-
agnóstico laboratorial. Face aos resultados da IDTC e resultados laboratoriais, os estatu-
tos das explorações são mantidos ou alterados pela DSAVR que se definem por: T3 - 
oficialmente indemne, T2 - não oficialmente indemne, T2.1- efetivos não oficialmente 
indemne com doença e T3S- efetivo oficialmente indemne com classificação sanitária 
suspensa. Os procedimentos para obtenção do estatuto oficialmente indemne estão resu-
midos no esquema do anexo 1.  
Em caso de explorações T3, têm-se em conta a tipologia da exploração e a região onde a 
mesma se insere (segundo a prevalência de bTB), de forma estabelecer-se a idade de tes-
tagem por IDTC dos efetivos, como demonstrado no mapa no anexo 2. As estratégias 
para 2017, incluiu no PETB a testagem de todos os bovinos destinados a engorda inde-
pendente da zona onde se inserem (exceto DRAVR Algarve) com idades superiores a 6 
semanas (DGAV, 2017). 
Outras ferramentas fundamentais incluídas no programa de erradicação, é Sistema Naci-
onal de Identificação e Registo Animal (SNIRA) que permite a rastreabilidade dos bovi-
nos através de uma base de dados informatizada que se encontra regulamentado pelo De-
creto-Lei nº 142/2006 de 27 de Julho, e os testes de pré-movimentação que são executados 
em todos os animais com mais de 12 meses nos 30 dias antecedentes à introdução dos 
animais numa nova exploração. 
Nos últimos anos, os esforços conjuntos no desenvolvimento do PETB têm permitido 
uma melhoria significativa nas prevalências de tuberculose como expresso na figura 8.  
Mais especificamente por direção regional nos últimos cinco anos, a região Norte dimi-
nuiu de 0,33% para 0,15%, região Centro 0,63% para 0,14%, região Lisboa e Vale do 
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Tejo de 0,77% para 0,14%, a Região Alentejana 3,37% para 1,36% e a região do Algarve 
- realiza a vigilância de regiões indemnes de tuberculose bovina (Decisão 2012/204/EU 
de 19 de abril de 2012) (DGAV, 2017) . 
Para 2025 é proposto pela DGAV alcançar a erradicação de tuberculose bovina, todavia 
tem existido algumas dificuldades nos últimos estadios de erradicação. Destacam-se, fa-
tores como a sensibilidade da IDTC e a qualidade de execução da mesma (DG SANTE, 
2016), o contacto de bovinos com outras explorações, e os reservatórios silváticos de M. 
bovis que têm sido uma preocupação crescente nos últimos anos.  
Os javalis e os veados, considerados como  principais  hospedeiros reservatórios em Por-
tugal têm apresentado um aumento populacional em grande escala, paralelo ao desenvol-
vimento da indústria da caça comercial que perpetua o desenvolvimento de animais sil-
váticos pelo provisionamento de maneio artificial como locais de abeberamento, alimen-
tação, cercas e por vezes medicação (Vieira-Pinto et al., 2011). 
Segundo um estudo Santos et al., 2012 que calculou as prevalências de tuberculose em 
javalis e veados em estudos realizados na península Ibérica durante os anos 2004-2011 
concluiu que a prevalência bTB de javalis é de 36% e de veados 21%, o que vem corro-
borar o elevado risco presente de certas regiões na transmissão da doença aos efetivos, 
devido à sobrepopulação de veados e javalis. Este facto é especialmente importante em 
explorações onde predomina o maneio extensivo de bovinos, onde há maior probabilidade 
de ocorrer partilha da pastagem com espécies silváticas. 
Na perspetiva de interromper o ciclo de contaminação entre animais e promover a recolha 
de dados para enquadramento do problema, a DGAV em 2011 redigiu um “Plano de Con-
trolo e Erradicação da Tuberculose em Caça Maior” com o objetivo de divulgar e cons-
ciencializar as entidades intervenientes (DGAV, 2011) . 
Ainda que existam várias medidas integradas para debelar a tuberculose bovina, os de-
tentores de gado devem salvaguardar os animais do contato direto com animais de outras 
explorações e de espécies silváticas bem como utilizar os códigos de boas práticas na 
exploração pecuária e normas de biossegurança (DGAV, 2017). 
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Figura 8: Prevalências de bTb em bovinos e respetivas explorações nos anos 2011-2015, 
DGAV 2017  
% 
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6 Análise de redes sociais: rede de movimentos de bovinos 
 
Na epidemiologia veterinária, os métodos de análise de redes sociais são presentemente 
usados para estudar a relação da movimentação de animal e a disseminação de doenças. 
Na tuberculose bovina estão descritas múltiplas vias de transmissão que influenciam a 
disseminação de Mycobacterium bovis, nomeadamente a via de transmissão de curto al-
cance, onde se inclui o contato direto entre bovinos de explorações vizinhas, a infeção 
através de animais silváticos ou mesmo uma infeção persistente derivado de um histórico 
de bTB na exploração. A via de transmissão de grande alcance, incide principalmente 
sobre as trocas comerciais de bovinos entre explorações, pela capacidade de se realizar 
movimentos de bovinos a grandes distâncias. Esta via, reflete parâmetros mais sólidos de 
se analisar, por ser possível rastrear todos os movimentos de bovinos realizados. (Ortiz-
Pelaez et al.,2006; Palisson et al.,2016). A nível nacional é levado a cabo, pela plataforma 
informática SNIRA, projetada para identificação de ungulados domésticos e controlo e 
registo sistemático da movimentação animal.  
Foi possível partir do registos do SNIRA, conjugar conceitos desenvolvidos para análise 
de SNA (Social Network Analysis) de modo a avaliar parâmetros, que permitem caracte-
rizar cada membro da rede, bem como a própria rede (Scott, 2011) 
Num contexto de rede de movimentos de bovinos, os estabelecimentos onde se encontram 
bovinos (ex: explorações, leilões, praça de touros, matadouros) são representados por nós, 
e os movimentos de animais entre esses estabelecimentos são representados por arestas. 
Ao conjunto das ligações de nós e arestas é chamado grafo (figura 9) (Bigras-Poulin et 
al., 2006; Palisson et al., 2016).  
As arestas podem ser direcionadas ou não direcionadas, dependendo do objetivo do es-
tudo. Numa aresta direcionada, cada nó apresenta dois graus: um grau de entrada (In- 
Degreee) e um grau de saída (Out-Degree) que são, respetivamente, os números de ares-
tas que chegam ao nó e que partem dele (Ossada, 2015).  
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Strength (força) ou grau ponderado é a quantidade transacionada entre estabelecimentos, 
e pode ser definido por lotes ou animais. São representados por “sin”  para compras rea-
lizadas num estabelecimento e para vendas “sout “ (R. Cipullo, 2013).	
Outro fator a ter em conta é o intervalo temporal, a rede é considerada estática, se se 
considerar todos os estabelecimentos conectados, em detrimento da lógica temporal. Ou 
dinâmica se segmentarmos as conexões entre estabelecimentos tendo em consideração o 
intervalo temporal (Vernon & Keeling, 2009) 
Outros elementos descritivos de uma SNA que permitem caracterizar a rede de comerci-
alização de bovinos entre estabelecimentos são eles os indicadores de centralidade defi-
nidos por Betweenness, Closeness, Clustering Coeficient, Eccentricy e PageRank, Mo-
dularity, Shorter path, Ingoing/Outgoing Contact Chain (Kunegis, 2014; Cipullo et al., 
2016) 
 
 
 
 
 
 
Nó - 
- Aresta 
Grafo	
Figura 9: Representação de um grafo fictício de uma rede de trocas comerciais de bovinos. 
Os nós (círculos coloridos) representam as explorações; as arestas direcionadas (setas) 
representam a direção do movimento, o conjunto de nós e arestas interligados é designado 
por grafo. 
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Betweenness (intermediação) - É uma medida de centralidade que quantifica o número de 
vezes que um nó age como uma “ponte” ao longo do caminho mais curto entre dois outros 
nós.  Esta medida que avalia a intermediação, é útil para analisar a dinâmica de comuni-
cação da rede. Por exemplo, estabelecimentos bovinos com elevado betweenness têm 
considerável influência sobre uma rede de movimentação de animais, a sua remoção por 
sequestro da exploração ou abate do efetivo pode levar à fragmentação da rede ( Cipullo 
et al., 2016). 
 
Closeness (proximidade)- O closeness mede o quanto um determinado nó está próximo 
dos demais nós da rede. Esta medida calcula os caminhos mais curtos (distancia geodé-
sica) entre todos os nós, em seguida, atribui a cada nó uma pontuação baseada na soma 
de caminhos mais curtos. A proximidade pode ajudar a encontrar ‘bons emissores’, toda-
via, numa rede altamente conectada os nós podem apresentar pontuações similares. Assim 
é provável ser mais vantajoso encontrar influenciadores em clusters (conjunto de estabe-
lecimentos com maior ligação entre si)(Oliveira & Gama, 2012; R. I. Cipullo et al., 2016) 
 
Clustering Coeficient (coeficiente de aglomeração) -  O coeficiente de aglomeração, é 
considerado um quantificador de nós triplos formados na rede, isto é, calcula o número 
conjuntos de três nós conectados uns aos outros a partir de um nó. Em redes direcionadas, 
é possível calcular o coeficiente de aglomeração de entrada e o coeficiente de aglomera-
ção de saída. O valor do coeficiente de aglomeração varia de 0 a 1, sendo que, quando 
atinge o valor 1, todos os vizinhos desse nó possuem conexões entre si (em ambos os 
sentidos) (Cipullo et al., 2016).  
PageRank- O PageRank é um algoritmo de análise de conexões em redes utilizado no 
motor de pesquisa do Google, que se baseia na premissa de que nós importantes recebem 
ligações de nós importantes. O algoritmo atribui um valor da importância relativa de cada 
nó da rede (valor de PageRank), considerando a quantidade de arestas que determinado 
nó recebe (grau de entrada) e também a quantidade de arestas que seus vizinhos recebem 
(Oliveira & Gama, 2012; Cipullo et al., 2016) 
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Eccentricy (excentricidade)- A excentricidade é uma medida que calcula a distância má-
xima de um nó a outros nós na rede, ela também pode ser definida como uma medida de 
não centralidade (Kunegis, 2014). 
Modularity (modularidade)- É um algoritmo que permite a deteção de comunidades ou 
também chamado clusters de uma rede. A identificação tem como base, analisar conjun-
tos de nós, e verificar as interligações mais densas, relativamente a outros na rede.(Gong, 
Li et al., 2016) . A lógica inicia-se por adicionar a cada nó uma comunidade e, posterior-
mente, são analisados todos os nós vizinhos, calculando a existência de um ganho na 
modularidade ao retirar n nós da sua comunidade x e incluir em outra comunidade y 
(Ferreira, 2013).  
Shortert path (caminho mais curto) – O Shortert path é calculado através do algoritmo 
Dijkstra  que permite identificar a sequência de nós mais curta possível, entre um nó na 
rede e outro nó, esta medida pode ser calculada tendo em conta se a rede é estática ou 
dinâmica.(Gong et al., 2016) 
 
Ingoing/Outgoing Contact Chain – São medidas de rede que levam em consideração a 
sequência temporal dos movimentos e combinam informações sobre os contactos que os 
estabelecimentos realizaram durante esse intervalo. São ideais para o rastreamento ante-
rior e posterior de contatos através de movimentos de animais vivos durante um foco 
(Nöremark & Widgren, 2014). 
 
Estes indicadores de centralidade facilitam a compreensão da rede de movimentação ani-
mal, através da caracterização e distribuição dos diversos tipos de estabelecimentos (nós) 
na rede. A nível individual, é possível também analisar os indicadores de centralidade de 
cada nó na rede e, portanto, perceber quais apresentam maior participação na rede e con-
sequentemente são mais influentes. Na tabela 3 estão resumidas as fórmulas aplicadas aos 
indicadores de centralidade. 
.  
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Tabela 3: Resumo das fórmulas dos indicadores de centralidade 
Indicadores de 
centralidade Fórmulas Descrição 
In- Degreee 
 aij- somatório número de arestas de en-
trada conectadas ao nó i 
 
Out-Degree 
 aij- somatório número de arestas de sa-
ída conectadas ao nó i 
Betweenness 
 
sst-numero do total de distâncias mais 
curtas do nó s para t;sst(v)-numero de 
caminhos mais curtos que passam pelo 
nó v 
Closeness 
 d(u,v)- distância geodésica entre o nó u 
e v; n- número de nós da rede 
Clustering 
 Coefficient 
 CA -número de triângulos formados n 
rede; i-nó ; ki-graus vizinhos de i 
 
PageRank 
 
u – nó;  Bu- conjunto contendo todos 
os nós vinculados ao nó u; v- nó 
contido no conjunto Bu; L(v) – número 
de ligações a um nó v 
Eccentricy 
 
max- maior; d(v,i)- distância geodésica 
entre o nó v e i 
Modularity 
 
P-cluster (conjunto de nós); G- Rede; n 
–nó; N- conjunto total de nós; v- nós vi-
zinhos da rede; Ci- classe de cluster; 
l(Ci)-número de ligações que ligam os 
nós dentro de Ci; d(Ci)-Grau de Ci 
Shortert path Dijkstra’s Algorithm  
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CAPITULO 2: TRABALHO EXPERIMENTAL  
 
1 Objetivos 
 
 
1.1 Objetivos gerais 
 
Neste trabalho experimental, aborda-se a problemática da tuberculose bovina em Portugal 
numa nova perspetiva, nomeadamente a utilização de ferramentas de estudo inovadoras 
que integram os registos de movimentação de bovinos, com o sentido de produzir uma 
rede de movimentos de bovinos que visam futuramente, melhorar a eficiência do controlo 
de doenças infeciosas. É então objetivo geral deste trabalho, estudar a dinâmica de movi-
mentos de bovinos de explorações positivas à tuberculose bovina em Portugal e relacioná-
las com parâmetros de análise genéticos e de distância.  
 
1.2 Objetivos específicos 
 
1. Caracterização dos spoligotypings.  
2. Relacionar a proximidade genética entre os padrões de spoligotypings. 
3. Geolocalização dos spoligotypings. 
4. Identificação e geolocalização dos focos de tuberculose bovina. 
5. Relacionar a distância euclidiana entre explorações com focos de bTB e a distância 
euclidiana entre zonas de caça com focos de bTB. 
6. Caracterização da rede de movimentos de trocas comerciais de bovinos. 
7. Identificação de casos relevantes de ligações diretas entre explorações com focos de 
bTB  
8. Relacionar a proximidade de trocas comerciais entre explorações com focos de bTB. 
9. Análise dos padrões de spoligotyping mais frequentes em explorações. 
10. Avaliação a relação entre a proximidade genética e a distância euclidiana das zonas 
de caça com focos de tuberculose bovina. 
11. Avaliação da relação entre a proximidade genética, distância euclidiana e a proximi-
dade comercial das explorações com focos de tuberculose bovina. 
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2 Materiais e métodos 
 
2.1 Introdução 
 
O ponto de partida deste estudo centrou-se numa base de dados cedida pelo LNIV no qual 
constam os registos de animais positivos a tuberculose bovina. Estes registos incluíam 
informações relevantes para o estudo nomeadamente: a espécie, o número da zona de 
caça ou o código de exploração onde ocorreu o foco, as lesões recolhidas do animal, e a 
data da colheita das lesões. 
O trabalho foi estruturado em 3 fases: Spoligotyping de animais positivos a bTB, geolo-
calização dos focos e construção de uma rede de trocas comerciais entre explorações de 
bovinos. Foi posteriormente finalizado, relacionando a relação dos valores obtidos dessas 
três fases. Para uma melhor compreensão do estudo, está representado um fluxograma do 
trabalho na figura 10. 
 
2.2 Spoligotyping 
 
2.2.1 Amostra: 
 
A partir das bases de dados do LNIV foram estabelecidos alguns critérios de inclusão e 
exclusão, de modo a constituir-se uma amostra para análise molecular por spoligotyping, 
os critérios foram: 
As espécies elegidas para o estudo contemplam bovinos, veados e javalis num intervalo 
temporal de 1 de Janeiro de 2013 a 31 de Dezembro de 2014, com positividade a Myco-
bacterium bovis. Devido ao elevado número de silváticos, e com o objectivo de minimizar 
alguns custos, estabeleceu-se que nas zonas de caça que apresentassem elevado número 
animais positivos a bTB, selecionava-se aleatoriamente pelo menos dois indivíduos, pre-
ferencialmente de espécies diferentes. 
Outro critério estabelecido foi a validação da informação nas diferentes bases de dados, 
por outras palavras, o número da zona de caça ou código da exploração do LNIV deve-
riam estar concordantes com as bases de dados do ICNF e da DGAV.  
	
	
	
35	
Durante o procedimento do spoligotyping, ocorreram algumas situações que excluíram 
alguns isolados do estudo, nomeadamente a ausência de ADN em 3 isolados e a presença 
de um padrão de spoligotyping novo. 
Assim, depois de implementado os critérios acima mencionados foram realizados Spoli-
gotyping a 210 isolados e validados 206. 
 
2.2.2 Tratamento de dados: 
 
Na caracterização dos spoligotypings, utilizaram-se ferramentas do programa R Studioâ, 
como pacote de produção gráfica, “ggplot2”. Primeiramente quantificou-se o número da 
amostra por espécie, posteriormente, os padrões de spoligotyping por bovinos e por sil-
váticos, assim, foi possível analisar quais os padrões mais frequentes. 
Dos resultados dos padrões de spoligotyping, produziu-se uma tabela no Excelâ com 43 
colunas, relativas aos resultados das 43 sequências oligonucleotídicas da membrana de 
hibridação dos produtos de PCR. Esses resultados foram apresentados num modelo biná-
rio em que 0 correspondia à ausência do espaçador, ou 1 à presença. Exportou-se essa 
tabela de dados para o RStudioâ, e transformou-se numa matriz, de forma a ser calculado 
o índice de Jaccard pela função “dist.binary”  do pacote ADE4, ( J(A,B) = |A ∩ B| / |A ∪ 
B| ), finalizou-se com a função ”hclust” do pacote “stats” do Râ, no sentido de produzir 
um dendrograma que permite observar a proximidade genética entre as diferentes estir-
pes. 
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2.3 Georreferenciação 
 
2.3.1 Dados: 
 
No processo de obtenção dos dados, foi necessário aceder aos registos do LNIV e identi-
ficar as explorações e zonas de caça onde ocorreram os focos de tuberculose bovina de 
2013 a 2014.  
Na geolocalização das explorações, acedeu-se à plataforma SNIRA no qual se obteve os 
centroides de 88 explorações. Neste processo foi necessário validar na DGAV alguns 
códigos de explorações. 
Nas zonas de caça foi realizado um pedido ao ICNF, que gentilmente disponibilizou os 
centroides das 66 zonas de caça onde ocorreram os focos.  
 
2.3.2 Tratamento de dados: 
 
Os dados obtidos foram manipulados inicialmente numa tabela em Excelâ, no qual foi 
necessário transformar as coordenadas geográficas de graus, minutos e segundos para 
graus decimais. Seguidamente esta tabela foi exportada para o programa de referenciação 
geográfica Qgisâ, onde se procedeu à construção de um mapa com as respetivas locali-
zações dos focos de tuberculose bovina em explorações e zonas de caça. 
A partir do Qgisâ, foi possível construir uma matriz de distâncias euclidianas, que per-
mite medir as distâncias mais curtas entre todos os focos de bTB. Esta matriz foi expor-
tada para Râ, no qual foram contruídos dois heatmaps através do pacote “ggplot2” do 
Râ que representam as distâncias entre explorações e as distâncias entre zonas de caça. 
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2.4 Rede de Movimentos de Bovinos 
 
2.4.1 Dados: 
 
Os dados foram adquiridos a partir da plataforma SNIRA no qual constam os registos de 
movimentação animal. Foi também utilizado a informação contida na base de dados do 
LNIV para a construção da rede de movimentos de bovinos.  
Das 88 explorações onde ocorreram focos de tuberculose bovina, obteve-se a informação 
dos registos de movimentos de 73 explorações. A exclusão das restantes deve-se ao facto 
de não apresentarem registos de movimentação, ou não estarem contemplados os movi-
mentos no filtro temporal aplicado. 
 
2.4.2 Construção da base de dados da rede de movimentos de bovinos: 
 
No processo criação da rede de movimentos de bovinos, foi necessário realizar várias 
etapas. A primeira etapa cingiu-se em transferir a base de dados do SNIRA com os mo-
vimentos de todos bovinos, posteriormente delimitou-se o espaço temporal que contem-
pla os anos 2012 a 2014.  
Com o objetivo de utilizar apenas movimentos entre explorações, foi necessário excluir 
outros estabelecimentos de bovinos como por exemplo leilões e mercados, para esse 
efeito, gerou-se um código PL/SQL no programa pgAdmin 4â que permitiu ligar direta-
mente movimentos entre explorações, tendo em conta as datas das movimentações. 
Com o resultado obtido anteriormente, procedeu-se a outras transformações com base nas 
explorações da base de dados do LNIV e ajuda dos pacotes de Râ “dplyr”, que, incluíam 
as seguintes condições: 
A partir dos focos (explorações da base de dados do LNIV) filtrou-se a base de dados e 
acrescentou-se um critério temporal, que se apresenta, pela data do dia da colheita da 
amostra tecidular representativo de cada foco até 365 dias anteriores a essa data, o que 
permitiu criar os movimentos diretos de outras explorações a cada foco. A partir daí, re-
plicou-se o mesmo critério para as explorações seguintes, o que proporcionou a conceção 
de uma rede de movimentos com cinco graus de distância. 
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2.4.3 Rede de movimentos de bovinos e indicadores de centralidade: 
 
A base de dados foi posteriormente finalizada através de alguns parâmetros pré-calcula-
dos com o pacote do Râ “EpiContactTrace” e exportada por intermedio do pacote de Râ 
“igraph” para programa de visualização e análise de redes Gephiâ, onde é possível visu-
alizar todas conexões das explorações e calcular os medidores de centralidade da rede e 
de cada exploração integrante.  
Com o objectivo de medir a proximidade de trocas comerciais que as explorações com 
focos de tuberculose bovina detinham entre elas, gerou-se uma matriz de proximidade de 
trocas comerciais, que avalia quantas explorações intermediárias são necessárias para que 
duas explorações com focos de bTB comuniquem, tendo em conta, a direção do movi-
mento. Foi necessário recorrer ao pacote de R “igraph” para medir todas as distâncias 
possíveis entre todas as explorações da rede de movimentos de bovinos e posteriormente 
filtrou-se com o pacote “dplyr” do R as explorações foco. 
Para se obterem os valores dos indicadores de centralidade, extraíram-se os dados indivi-
duais de todas as explorações integrantes na rede de movimentos, através do programa 
Gephiâ, posteriormente realizaram-se as estatísticas descritivas com fórmulas de estatís-
tica nativas do R de modo a verificar a posição e dispersão dos indicadores da rede estu-
dados. 
 
2.5 Tratamento estatístico 
 
O tratamento estatístico foi abordado através da relação dos resultados obtidos nas várias 
etapas realizadas. 
Para as explorações com focos de bTB, foi possível comparar três fatores nomeadamente, 
a proximidade genética através do índice de Jaccard, a distância entre explorações através 
de uma matriz de distância euclidiana e por fim a proximidade de trocas comerciais entre 
explorações, através de uma matriz que avalia a distância mais curta percorrida, tendo em 
conta a direção do movimento. A estatística projetada para as explorações foi a correlação 
de Spearman através de funções de estatística nativas do programa R. De realçar que as 
explorações avaliadas na correlação requeriam estar presentes nas três fases efetuadas, 
pelo que a correlação foi construída através dos dados de 73 explorações. 
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Relativamente às zonas de caça, apenas se pôde relacionar a similaridade genética com a 
distância euclidiana com o R, no qual foram utilizadas 66 zonas de caça. 
 
 
206 isolados 
     88 explorações 
     66 zonas de caça 
 
73 explorações 
 
73 explorações 
 
66 zonas de caça 
 
Figura 10: Fluxograma dos procedimentos do trabalho.  Caixas laranjas- entidades de-
tentoras das bases de dados. Caixas azuis- restrições aplicadas. Caixas roxas- etapas re-
alizadas. Caixas verdes- resultado final das etapas. Caixa vermelho e turquesa- trata-
mento estatístico aplicado. 
 
 
Correlação de  
Spearman 
 
Correlação de  
Spearman 
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3 Resultados 
 
3.1 Spoligotyping 
 
 
3.1.1 Caracterização da amostra 
 
Foi realizado spoligotyping a uma amostra de 206 indivíduos, no qual constam 113 bovi-
nos e, 93 silváticos referentes a 53 javalis e 40 veados. A amostra refere-se aos indivíduos 
que apresentaram positividade a Mycobacterium bovis no período de 2013 a 2014 (gráfico 
1). 
 
 
 
 
 
 
 Gráfico 1: Representação gráfica por espécie, dos isolados utilizados para spoligotyping 
(n=206). 
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3.1.2 Caracterização dos spoligotipos 
 
Foram encontrados 35 spoligotipos diferentes dos 206 isolados de M. bovis (gráfico 2).  
No conjunto das 3 espécies testadas o padrão SB1174 foi predominante, representando 
18,9% dos resultados obtidos, sucede-se o SB0122 com 13,5% e o SB1264 com 7,3%. 
Por espécie, os bovinos apresentam como padrão mais frequente SB1095 que aparenta 
ser exclusivo da espécie, seguido também nas mesmas circunstancias, do SB0119. Outros 
padrões únicos nos bovinos são o SB0122, SB1090, SB1172 e SB1375. 
Os silváticos apresentam como padrões mais frequentes o SB1174, o SB1264 e o SB0122. 
Os padrões únicos que ocorrem nos silváticos, são retratados por apenas um foco. No 
caso dos javalis SB1572, SB1483 e SB0833 e nos veados SB1676, SB1483, SB1132 e, 
SB0961. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 2: Padrões de spoligotyping representados por espécie (n=35). Resultados ob-
tidos no período de 2013-2014. 
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3.1.3 Proximidade genética dos padrões de spoligotyping  
 
Os resultados da proximidade genética entre os 35 padrões de spoligotyping, foram cal-
culados através do índice de Jaccard e representados num dendrograma. Foi possível ve-
rificar a presença de cinco clusters, como apresentado no gráfico 3, correspondentes a cor 
azul, verde, amarela, vermelha e roxa, que representam os conjuntos de padrões de spo-
ligotyping que partilham maior similaridade genética entre eles. Posteriormente realizou-
se a distribuição geográfica das zonas de caça e explorações no mapa de Portugal, estando 
em consonância as cores dos padrões de spoligotyping do dendrograma de proximidade 
genética (figura 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 3: Dendrograma da proximidade genética dos padrões de spoligotyping (n=35) 
aferida pelo índice de Jaccard s. No gráfico são representados por diferentes cores cinco 
clusters. O índice de Jaccard é compreendido entre 0 e 1, quanto menor o índice maior 
a proximidade genética. 
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3.1.3.1 Geolocalização dos padrões de spoligotyping com base na proximidade ge-
nética  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Distribuição geográfica das explorações e zonas de caça em Portugal, com 
os resultados de spoligotyping. As cores representadas nos padrões de spoligotyping 
estão de acordo com a proximidade genética representada no dendrograma (gráfico3). 
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3.2 Georreferenciação 
 
3.2.1 Localização das Zonas de Caça e Explorações 
 
Foram identificadas 66 zonas de caça e 88 explorações (figura 12).  As zonas de maior 
densidade de focos de tuberculose bovina são as zonas pertencentes aos distritos de Cas-
telo Branco e Portalegre, provenientes maioritariamente de animais silváticos. Destaca-
se também a zona norte, com a particularidade de se registar focos de bTB exclusivamente 
em explorações, principalmente nos distritos de Vila Real e Braga onde ocorre maior 
aglomeração desses focos. 
 
Figura 12: Distribuição Geográfica de focos de tuberculose em zonas de caça e explora-
ções em Portugal nos anos 2013-2014. 
 Zona de caça 
Exploração 
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3.2.2 Distância Euclidiana 
 
Foram obtidas duas matrizes de distâncias euclidianas, que relacionam as distâncias entre 
focos de tuberculose bovina em explorações (gráfico 4.1) e focos de tuberculose bovina 
em zonas de caça (gráfico 4.2). Nos heatmaps é percetível visualizar uma maior proximi-
dade entre focos de zonas de caça comparativamente às explorações.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 4: Heatmap de distância euclidiana entre explorações com focos de tubercu-
lose bovina em Portugal, nos anos 2013 e 2014 (n=88). (N-norte; C-centro; LVT-
Lisboa e vale do Tejo; Al- Alentejo) 
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Gráfico 5: Heatmap de distância euclidiana entre zonas de caça com focos de tubercu-
lose bovina em Portugal nos anos 2013 e 2014 (n=66). (N-norte; C-centro; LVT-Lisboa 
e vale do Tejo; Al-Alentejo; Ag- Algarve) 
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3.3 Rede de movimentos de bovinos 
 
3.3.1 Caracterização da rede de movimentos de bovinos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Rede de movimentos de bovinos entre explorações nos anos 2012 a 2014 em 
Portugal. Estão representadas 10 comunidades por cores. Os pontos referem-se às ex-
plorações (n=31201) de entre os quais, estão destacados a lilás as explorações com fo-
cos de tuberculose (n=73). As linhas apresentadas são referentes às ligações comerciais 
estabelecidas. 
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A rede de movimentos de bovinos (figura 13) é uma estrutura que retrata as trocas comer- 
ciais de bovinos realizados entre explorações nos anos 2012 a 2014 em Portugal.  
Na rede estão representados 31201 nós correspondentes às explorações e 138931 arestas 
que correspondem as ligações entre explorações derivados de trocas comerciais de bovi-
nos, nesse período de tempo. Os nós expressos de cor lilás e de maior dimensão, são nós 
referentes às explorações onde ocorreram focos de tuberculose bovina, que perfazem um 
total de 73 explorações. 
A rede é uma rede direcionada, na figura é simbolizado por setas, estas definem a direção 
das trocas comerciais. Outra característica, é a rede ser estática devido, às ligações das 
explorações serem independentes do espaço temporal em que ocorre os movimentos dos 
bovinos. 
Na rede é possível observar áreas delimitadas por cores diferentes, elas são definidas atra-
vés da modularidade que permite identificar comunidades (clusters) com base na intera-
ção entre explorações. No gráfico 6 é possível visualizar a presença de 10 comunidades 
representadas pelas cores presentes na figura 13.  
 
c	1 c	2 c	3 c	4 c	5 c	6 c	7 c	8 c	9 c	10
nós 3531 3398 1281 328 1764 5205 5249 3036 2061 5347
0
1000
2000
3000
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6000
Comunidades
Nú
m
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o	
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	n
ós
Número	de	nós	por	comunidade
Gráfico 6: Modularidade da rede movimentos de bovinos. No gráfico estão presentes 
10 comunidades com os respetivos integrantes de cada comunidade. As barras colori-
das estão em concordância com as comunidades apresentadas na figura 13. 
	
	
	
49	
 
As comunidades ou clusters com maior representação na rede, apresentam-se pela comu-
nidade 10 correspondendo a 17,14% da rede e localiza-se nas regiões do Baixo Alentejo, 
a comunidade 7 com 16,82% nas zonas de Vila Real e Centro mais concretamente, a zona 
da Guarda. 
Conjuntamente as comunidades 6 e 5 com 16,68% e 5,18%, respetivamente, situam-se na 
região Norte nomeadamente nas zonas de Vila Real e Braga.  
A comunidade 1, 2, 3 e 4 é composta pelo arquipélago dos Açores com um total de 
27,37%. A comunidade 8 com 9,73% corresponde maioritariamente à região Centro. Por 
último a comunidade 9 com 6,61%, coincide maioritariamente com a região do alto Alen-
tejo mais especificamente na zona de Portalegre. 
 
 
3.3.2 Indicadores de centralidade da rede de movimentos de bovinos 
 
Para analisar com maior profundidade a rede de movimentos de bovinos, foi necessário 
recorrer a diversos indicadores de centralidade que nos permitiram obter uma visão geral 
da rede e das explorações em particular. 
Foram utilizados na rede de movimentos, indicadores de centralidade que estudam a di-
nâmica das ligações entre explorações de bovinos que se apresentam por: grau médio, o 
clustering coeficient (coeficiente de aglomeração), betweenness (intermediação), close-
ness (proximidade), eccentricy (excentricidade) e pagerank. 
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3.3.2.1 Grau médio 
 
 
A primeira análise efetuada calcula o grau médio (average degree) da rede, que resulta 
da média do grau de entrada (in-degree) e do grau de saída (out-degree) de todas as ex-
plorações da rede. O grau médio nesta rede é de 4,453 e a suas distribuições de graus de 
entrada e graus de saída estão representados nos gráficos 7.1 e 7.2 onde é possível verifi-
car que a maioria das explorações apresenta um baixo grau de saída e de entrada, no 
entanto, é possível verificar a existências de bastantes outliers. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 7.1 e 7.2: Representação dos graus de entrada por número de explorações e, graus 
de saída por número de explorações, respetivamente. 
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3.3.2.2 Clustering Coeficient  
 
 
O coeficiente de aglomeração (CA) médio da rede, que resulta da média do CA de entrada 
(gráfico 8.1) e CA de saída (gráfico 8.2), é de 0.117. Este resultado revela que numa 
comunidade, existe em média cerca de 12% conexão aos vizinhos dessa comunidade.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Gráfico 8.1 e 8.2: Boxplots com a representação do coeficiente de aglomeração de en-
trada e coeficiente de aglomeração de saída, respetivamente. O coeficiente de aglomera-
ção varia entre 0 e 1. 
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3.3.2.3 Medidores de distância: Betweenness, Closeness e Eccentricy. 
 
Os medidores de distância da rede são calculados através do Betweenness, Closeness e 
Eccentricy. 
O betweenness (intermediação) médio dos nós é de 90898 por outras palavras, a média 
do número de vezes que um nó age como uma “ponte” ao longo do caminho mais curto 
entre dois nós é bastante elevada (gráfico 9). 
O closeness (proximidade) médio da rede é 0,1574 o que traduz, que distância geodésica 
média de um nó para os demais da rede é bastante distante (gráfico 10). 
O eccentricy (excentricidade) médio da rede é de 15,5 e indica que a distância média de 
um nó até ao nó mais distante é consideravelmente grande (gráfico 11).  
Estes três medidores de distância permitiram concluir que em média na rede, é necessário 
passar por 6,42 nós para chegar de um determinado nó até outro.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 9: Distribuição do valor de betweenness (intermediação) pelas explorações da 
rede. 
	
	
	
53	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 10: Distribuição do valor de closeness (proximidade) pelas explorações da 
rede, o valor de closeness ou proximidade varia entre 0 e 1. 
Gráfico 11: Distribuição do valor de eccentricity (excentricidade) pelas explorações 
da rede. 
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3.3.2.4 Pagerank 
 
O valor de Pagerank médio na rede é de 3.211e-05, ou seja, num universo de 31102 
explorações, o valor de importância associado deste algoritmo é diminuto. No entanto, é 
possível verificar no gráfico 12 a existência de diversos outliers, que sobressaem da res-
tante rede, o que por outras palavras, reflete que algumas explorações exibam uma maior 
relevância relativamente à maioria dos elementos da rede. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 12: Distribuição do valor de pagerank pelas explorações da rede, o valor de 
Pagerank ou de importância varia entre 0 e 1. 
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3.3.3 Resumo dos indicadores de centralidade 
 
Foram realizadas estatísticas descritivas aos indicadores de centralidade (tabela 4), o que 
permitiu visualizar a posição e dispersão dos indicadores na rede de movimentos de bo-
vinos e no conjunto de explorações com focos de tuberculose bovina. Observou-se tam-
bém os valores para uma significância de 0,05 através do teste não paramétrico Wilcoxon 
entre as médias dos indicadores de centralidade. 
Indicadores 
de centrali-
dade 
Média Medi-ana 
 
Desvio 
Padrão 
 
Min 3ªQ Max 
Valor de 
p (𝜶=0,05 
Wilcoxon) 
Graus de  
entrada 
Rede 
4.5 1 19.6 0 3 878 
p<0,05 
 
Graus de  
entrada 
Focos 
40.1 3 174.4 0 11 1458 
Graus de  
saída 
Rede 
4.5 2 7.4 0 5 330 
p>0,05 
 
Graus de 
 saída 
Focos 
9.5 3 19.9 0 9 145 
Coef. de 
 aglomeração 
de entrada 
Rede 
0.13 0.22 0.23 0 0.17 1 
p>0,05 
 Coef. de aglomeração 
de entrada 
Focos 
0.1 0.02 0.15 0 0.11 0.5 
Coef.  de 
aglomeração 
de saída 
Rede 
0.19 0.23 0.23 0 0.25 1 
p>0,05 
 Coef. de aglomeração 
de saída 
Focos 
0.14 0.11 0.14 0 0.16 0.5 
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Tabela 4: Estatística descritiva aplicada aos indicadores de centralidade dos focos de 
bTB (n=73) e da rede de movimentos (n=31201) e valor de significância a partir do teste 
de Wilcoxon. 
 
Na análise da estatística descritiva dos indicadores de centralidade existem diferenças 
notórias na maioria dos indicadores, para se percecionar melhor essa diferença foi reali-
zado o teste de Wilcoxon, comparando as médias dos indicadores em dois grupos: o pri-
meiro representado pelas explorações com focos de tuberculose bovina, e o segundo re-
presentado pelos restantes elementos da rede. É possível verificar nos valores obtidos que, 
existem diferenças significativas entre as médias dos indicadores “Graus de entrada”, 
“Betweeness” e “Pagerank”. 
 
 
 
 
 
Eccentricity 
Rede 15.5 16 1.6 0 17 19 
p>0,05 
 
Eccentricity 
Focos 14 16 5.6 0 17 18 
 
Closeness 
Rede 
0.16 0.15 0.02 0 0.16 1 
p>0,05 
 
Closeness 
Focos 0.15 0.16 0.11 0 0.17 1 
Betweeness 
Rede 86858 173 866524 0 18419 62160788 
p<0,05 
Betweeness 
Focos 1813409 5862 12765693 0 96941 109150300 
Pagerank 
Rede 3.2e-5 7 e-6 1.3e-4 5e -6 2.1e-5 5.3e-3 
p<0,05 
 
Pagerank 
Focos 2.2e-4 1.6e-5 6.6e-4 5e-6 7.7e-5 5.1e-3 
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3.3.4 Casos relevantes de ligações diretas entre explorações com focos 
de bTB. 
 
A rede de movimentos apresenta casos interessantes de ligações entre explorações com 
focos de tuberculose bovina, ao todo, foi possível identificar sete conjuntos de ligações 
diretas entre as explorações selecionadas para o estudo. Destes sete conjuntos, os primei-
ros cinco conjuntos (figura14.1-14.5) apresentam padrões de spoligotyping variados e os 
dois últimos apresentam resultados de spoligotyping semelhantes que serão estudados 
mais detalhadamente á frente. 
 
 
 
1) 
2) 3) 
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5) 
4) 
Figura 14.1,14.2, 14.3, 14.4 e 14.5: Representação das ligações diretas entre explora-
ções com focos de tuberculose bovina. As explorações estão codificadas por um número 
de identificação atribuído para o estudo e a região onde se insere. (N-Norte; C-Centro; 
LVT-Lisboa e Vale do Tejo; AL-Alentejo). As setas simbolizam a direção do movi-
mento. 
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3.3.4.1 Estudo de caso 1- Spoligotypings semelhantes 
 
A figura 16 exibe um cronograma de trocas comerciais efetuadas entre várias explorações 
maioritariamente da região Norte, no período de 3/05/2013 a 11/02/2014. Neste crono-
grama destacam-se as trocas comerciais diretas de três explorações positivas a tubercu-
lose bovina E30C, E24N e E22N (figura 15) com resultado de Spoligotyping SB0124. A 
colheita de material para confirmação de positividade a tuberculose bovina foi realizada 
na exploração E30C no dia 23/5/2013, E24N no dia 19/11/2013 e E22N no dia 3/4/2014. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Representação gráfica da ligação entre explorações com focos de tuberculose 
bovina (cor lilás), designadamente, duas explorações da região Norte (E22N e E24N) e 
uma exploração da região Centro (E30C) 
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  Figura 16: Cronograma dos movimentos de bovinos entre explorações, no espaço tem-
poral de 3/05/2013 a 11/2/2014. A vermelho estão indicadas as explorações com focos 
de tuberculose bovina. As setas indicam o sentido do movimento. As linhas a tracejado 
de cor vermelha, indicam as datas em que foram realizadas as colheitas de material dos 
animais das explorações positivas a bTb para o LNIV. 
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3.3.4.2 Estudo de caso 2 - Spoligotypings semelhantes 
 
A figura 18 exibe um cronograma de trocas comerciais efetuadas entre explorações das 
regiões do Alentejo, Centro e, Lisboa e Vale do Tejo, no período de 4/10/2013 a 
19/03/2014. Neste cronograma destacam-se as trocas comerciais diretas entre três explo-
rações positivas a tuberculose bovina E45C, E67AL e E72AL (figura 17) com resultado 
de spoligotyping SB0119. Os testes de tuberculina foram realizados na exploração E45C 
no dia 13/1/2014, E72AL no dia 13/3/2014 e E67AL no dia 23/3/2014. 
A exploração E50LVT não foi incluída no cronograma, por apresentar apenas um movi-
mento para a exploração E67Al no dia 4/4/2013 e o resultado do spoligotyping realizado 
a partir da colheita de 26/12/2013 ser distinto do restante grupo (SB1174). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Representação gráfica da ligação entre explorações com focos de tuberculose 
bovina (cor lilás). A figura apresenta, uma exploração da região Centro (E45C) que 
recebe bovinos de duas explorações da região do Alentejo (E67AL e E72AL). A explo-
ração da região de Lisboa e Vale do tejo (E50LVT) apenas tem ligação direta com a 
E67AL. 
	
	
	
62	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Cronograma dos movimentos de bovinos entre explorações da região do 
Centro, Lisboa e Vale do Tejo e Alentejo, no espaço temporal de 4/10/2013 a 
19/3/2014. A vermelho estão indicadas as explorações com focos de tuberculose bo-
vina. As setas indicam o sentido do movimento. As linhas a tracejado de cor vermelha, 
indicam as datas em que foram realizadas as colheitas de material dos animais das ex-
plorações positivas a bTb para o LNIV. 
	
	
	
63	
3.4 Matriz de Proximidade  
 
Obteve-se uma matriz de proximidade (gráfico 13), que relaciona a proximidade das tro-
cas comerciais entre explorações com focos bTB, num total de 73 explorações. Verifica-
se uma média entre explorações de 4,8 graus de distância e uma moda de 4 graus de 
distância. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 13: Heatmap da proximidade comercial entre explorações com focos de tuber-
culose bovina (n=73) tendo em conta a direção dos movimentos. A escala varia de 0 a 
10. Sendo 0, o mais próximo possível e, 10 o mais distante. A cor cinza é referente a 
ausência de ligação entre explorações. 
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3.5 Análise dos padrões de spoligotyping mais frequentes em 
explorações  
 
 
Na análise dos padrões mais frequentes de spoligotyping em explorações, no qual se in-
cluem o SB0119, o SB1095, o SB1174 e o SB0122, observou-se a média da proximidade 
comercial e a média da distância euclidiana entre os focos que possuem o mesmo spoli-
gotyping e focos com diferente spoligotyping, como representado na tabela 5. 
 
 
 
Tabela 5: Análise dos padrões de spoligotyping mais frequentes em explorações.  
Comparação das médias de proximidade de trocas comerciais e da distância euclidiana, 
de explorações com o mesmo spoligotyping, e da relação das explorações com os spoli-
gotypings representados com as restantes explorações de spoligotyping diferente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Spoligotyping 
𝑿 de prox. 
comercial  
entre focos  
com  
= Sp 
𝑿  de prox. 
comercial  
entre focos  
com 
 ¹ Sp 
Valor  
de p 
(𝜶=0,05 
teste t) 
𝑿 de dist.  
euclidiana 
entre focos 
 com 
= Sp 
𝑿 de dist.  
euclidiana 
entre focos  
com 
¹ Sp 
Valor  
de p 
(𝜶=0,05 
teste t) 
SB0119 3,2 5 p< 0,05 91,9 135,5 p< 0,05 
SB1095 4,6 5,1 p< 0,05 175,3 175,6 p> 0,05 
SB1174 4,3 4,7 p> 0,05 80,8 132,7 p< 0,05 
SB0122 3,6 4,3 p< 0,05 141,1 182,1 p< 0,05 
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3.6 Avaliação da relação entre indicadores 
 
3.6.1 Zonas de caça  
 
Para a análise estatística das zonas de caça foi utilizado correlação de Spearman que per-
mitiu observar a correlação que existe entre as distancia euclidiana e a proximidade ge-
nética através do índice de Jaccard (gráfico 14) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 14: Correlação de Spearman entre a distância euclidiana (km) com a proxi-
midade genética das zonas de caça com focos de tuberculose (n=66). 
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3.6.2 Explorações 
 
Para avaliação da relação entre os indicadores das explorações foi utilizado uma correla-
ção de Spearman, que permitiu observar a relação que existe entre a proximidade gené-
tica dos padrões de spoligotyping, a distância euclidiana e a proximidade das trocas co-
merciais entre explorações (gráfico 15) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 15: Representação gráfica da correlação Spearman entre a proximidade gené-
tica, distância euclidiana e a proximidade das trocas comerciais entre explorações 
(n=73). 
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4 Discussão  
 
 
4.1 Spoligotyping 
 
Foram analisados por spoligotyping, 206 isolados positivos a Mycobacterium bovis, per-
tencentes a 113 bovinos e 93 silváticos, referentes a 53 javalis e 40 veados, no espaço 
temporal alusivo aos anos 2013 e 2014. No resultado obteve-se 35 spoligotipos diferentes, 
sendo o padrão predominante o SB1174 seguido do SB0122 e SB1264. Por espécie, nos 
bovinos o padrão mais frequente foi SB1095, assim como parece ser exclusivo da espécie. 
Nos silváticos, tanto nos javalis como nos veados o padrão predominante foi o SB1174.  
Segundo estudos anteriores realizados por Duarte et al, 2008 e Cunha et al., 2012 durante 
o período de 2002-2009 o padrão mais comum em Portugal foi o SB0121, distinto dos 
resultados obtidos no estudo. Todavia os três padrões mais frequentes no estudo, integram 
os padrões mais frequentes até à data estudados em Portugal.  
Num estudo mais recente, realizado por García-Jiménez et al., 2016, que estudou os pa-
drões de spoligotyping durante os anos 2008-2012 na Extremadura, o padrão mais fre-
quente, corrobora as autoras dos estudos em Portugal, no entanto, apresenta os padrões 
SB0122 e SB1174 como o segundo e terceiro mais frequente na zona da Extremadura. 
Especifica ainda que, onde ocorre maior aglomeração do padrão SB1174 é na zona abaixo 
do rio Tejo e contigua a Portugal, que vai de encontro aos resultados do estudo, onde as 
zonas onde este padrão se encontra mais presente, são as zonas de Nisa e Castelo de Vide 
do distrito de Portalegre. 
Outro fator que reforça este resultado é o facto das zonas do distrito de Castelo Branco e 
do distrito de Portalegre representarem mais de metade dos focos de bTB do estudo, com-
posto 77% do total das zonas de caça 31% do total das explorações.  
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4.2 Proximidade genética 
 
Na proximidade genética entre os padrões de spoligotyping, destacam-se alguns casos 
interessantes de observar, referente a zonas de Portugal (figura 11) onde os padrões com 
maior proximidade genética se encontram aglomerados. Nomeadamente na zona norte, 
distrito de Vila Real, onde foi possível verificar a predominância de padrões SB1095, 
SB0124, SB1264 e SB1190, pertencentes ao cluster vermelho do dendrograma do gráfico 
3, mais especificamente nos concelhos de Vila Real, Mondim de Bastos e Ribeira da 
Pena.  
No distrito de Castelo Branco e Portalegre, principalmente na zona da arraia, há uma 
presença bastante vincada dos spoligotipos SB1174 e SB0122, a que são pertencentes a 
cluster roxo e vermelho respetivamente. 
No Alentejo distrito de Beja, concelho de Moura e Barrancos há predominância do padrão 
SB1190 com apenas a ocorrência de um foco com o padrão SB0265, com o qual existe 
uma grande proximidade genética. 
 
4.3 Georreferenciação 
No processo de georreferenciação dos focos de tuberculose bovina, foi possível verificar 
que em todos os distritos de Portugal continental houve ocorrência de focos de tubercu-
lose bovina. Contudo como já mencionado anteriormente existem zonas com maior aglo-
meração de focos. Na zona norte predomina os focos de bTB em explorações. Já nas 
zonas do distrito de Castelo Branco e Portalegre, apresentam mais de metade dos focos 
de bTB estudados composto por 77% do total das zonas de caça do estudo.  
Nos heatmaps de distâncias euclidianas (gráfico 4 e 5) é possível observar que as zonas 
de caça têm uma distância consideravelmente menor comparativamente às explorações. 
Esse facto é devido em grande parte, à aglomeração de zonas de caça com focos de bTB 
no distrito de Castelo Branco e Portalegre. As explorações têm uma distribuição muito 
mais homogénea e, portanto, distâncias muito maiores entre elas. 
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4.4 Rede de movimentos 
 
 
4.4.1 Indicadores de Centralidade 
 
Na rede movimentos onde estão representadas as trocas comerciais de bovinos realizados 
entre 31201 explorações, foi possível observar com base na interação entre as explorações 
a presença de 10 comunidades. Naturalmente verificou-se que estas comunidades estão 
relacionadas com a localização em que as explorações se encontram, dado que tente a 
ocorrer mais trocas comerciais com vizinhos próximos. 
Através dos indicadores de centralidade foi possível traçar o comportamento global da 
rede de movimentos de bovinos.  Foi possível constatar através dos medidores de distân-
cia que a rede, apresenta uma grande dimensão e, que está heterogeneamente interligada. 
Os valores de closeness (proximidade) baixo, e um valor elevado de betweenness (inter-
mediação), indicam um numero elevado de intervenientes na rede, assim como um ec-
centricy (excentricidade) elevado, que também valida não só a quantidade intervenientes, 
mas também as ligações díspares da rede.  
É também relevante, a enorme discrepância entre os valores individuais dos indicadores 
de centralidade das explorações o que corrobora a heterogeneidade entre os elementos da 
rede. Um exemplo interessante desse facto é a exploração E52LVT, referenciada por 
apresentar um foco de tuberculose bovina. Esta exploração na rede, é a que apresenta 
mais graus de entrada, obteve durante o período de 2012 a 2014, uns extraordinários 1458 
graus de entrada. Uma exploração apresentar um betweenness elevado, demostra um forte 
impacto sobre a rede de movimentação de animais. Novamente a exploração E52LVT, 
apresenta um elevado número de ligações a outras explorações, como também maior 
betweenness correspondente ao maior outlier do gráfico 9. Consequentemente uma maior 
ascendência sobre a rede como é também demonstrado pelo algoritmo de influência pa-
gerank. 
 
 
 
 
	
	
	
70	
4.4.2 Comparação dos indicadores de centralidade da rede e dos focos 
bTB 
 
Nos indicadores de centralidade realizou-se a estatística descritiva, de dois grupos, no-
meadamente de 73 explorações com focos de bTB e dos restantes integrantes da rede 
(tabela 4).  Inferiu-se através do teste de Wilcoxon, se existe significância estatística entre 
as médias dos indicadores, obteve-se os seguintes resultados: 
No indicador de centralidade “grau de entrada” conclui-se que explorações com uma 
maior ressecção de animais proveniente de várias explorações apresentam maior  possi-
bilidade de entrada da doença no seu efetivo, facto corroborado pelo estudo realizado por 
(Palisson et al., 2016). 
Quanto aos medidores de distância, o betweenness é francamente superior à média da 
rede, pois explorações com mais ligações, intervêm mais vezes como ponte de interme-
diação na rede. O pagerank também apresentou significância estatista, o que permite con-
cluir que as explorações com focos de tuberculose bovina apresentam maior influência 
na rede do que a média da rede. 
Estes resultados sugerem que explorações que apresentaram casos de tuberculose bovina 
no seu efetivo tendem a ter maior importância e um comportamento mais ativo na comu-
nidade, acarretando por uma maior possibilidade de importação de doenças infeciosas. 
 
4.4.3 Proximidade entre explorações com focos de bTB 
 
Na análise da rede de movimentos de bovinos por trocas comerciais entre explorações, 
foi possível compreender, que num universo de mais de 31 mil explorações foram iden-
tificadas enumeras ligações diretas entre as 73 explorações com focos de bTB. 
No total constatou-se a presença de sete conjuntos de ligações diretas entre explorações. 
Cinco conjuntos foram identificados com padrões de spoligotyping díspares, provavel-
mente derivado de vias de transmissão de curto alcance como: o contacto de animais de 
explorações contiguas, a transmissão por animais silváticos ou mesmo um histórico de 
bTB na exploração, ou, outra possibilidade a ter presente, é a via de transmissão de longo 
alcance através de trocas comerciais realizadas anteriormente. 
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Existem também dois conjuntos que apresentam os mesmos padrões de spoligotyping 
entre as ligações diretas das explorações com bTB. 
No primeiro estudo de caso, correspondente à figura 15, verificam-se ligações entre as 
explorações com focos de bTB, E30C, E24N e E22N, em que todas revelaram na análise 
de spoligotyping o padrão SB0124.  Visualizando o cronograma da figura 16, e tendo em 
conta as datas das colheitas do material para análise, é sugestivo, que a exploração E24N 
seja a exploração que potenciou, a ocorrência dos outros focos de bTB nas explorações 
E30C e E22N. 
No segundo estudo de caso, correspondente à figura 17, observa-se as ligações entre as 
explorações com focos de bTB, E45C, E67AL e E72AL com um padrão comum de spo-
ligotyping SB0119. É percetível no cronograma da figura 18, que a exploração E45C 
recebe de várias explorações com várias localizações geográficas, o que sugere ser uma 
exploração de destino de bovinos. Todavia a exploração E72AL têm ligação de origem 
com a E45C e E67AL pelo que aparenta ser, a exploração que potenciou a ocorrência de 
focos de bTB nas outras duas explorações. 
No heatmap da proximidade de ligações comerciais entre explorações com bTB (gráfico 
13) que tem em conta a direção das ligações comerciais, é possível observar que as ex-
plorações que se localizam no Norte e Centro do país, detêm maior proximidade com a 
maioria das explorações comparativamente às explorações do Alentejo. Na matriz de pro-
ximidade de ligações comerciais entre explorações com focos de bTB, é percetível que 
este conjunto de 73 explorações, está consideravelmente próximo entre si, pois em média, 
apenas é necessário percorrer cerca de 5 explorações, para se interligarem entre si, tendo 
em conta que a movimentação é direcionada. 
 
 
4.5 Análise dos padrões de spoligotyping mais frequentes em 
explorações 
 
Na análise de padrões de spoligotypings mais frequentes em explorações (tabela 5), foram 
observados o comportamento de quatro padrões: SB0119, SB1095, SB1174, SB0122. 
Destes padrões, comparou-se as médias da distância euclidiana e da distância comercial 
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entre explorações com o mesmo spoligotyping e a relação entre os padrões de spoligoty-
pings representados com as restantes explorações de spoligotyping diferente. Foi possível 
observar nos padrões mais frequentes em estudo, que tanto a média da distância euclidi-
ana como a média de distância comercial são menores em explorações com o mesmo 
spoligotyping comparativamente com as de spoligotyping diferente. Foi estatisticamente 
significativo a diferença entre médias de proximidade comercial de explorações com o 
mesmo spoligotyping e explorações que apresentam diferentes spoligotypings nos pa-
drões SB0119, SB1095 e SB1022. Na distância euclidiana existe diferença estatística en-
tre as médias dos padrões SB0119, SB1174 e SB0122.” 
De todos os padrões o que maior apresenta uma discrepância de valores observada é pa-
drão SB0119 comparativamente às explorações de spoligotyping diferente. 
 
4.6 Avaliação da relação entre indicadores 
Na análise estatística foi realizada dois testes, na primeira utilizou-se correlação de Spe-
arman, no qual relaciona a proximidade genética (índice de Jaccard) e a distância eucli-
diana entre zonas caça com focos de bTB (gráfico 14). Podemos observar uma grande 
dispersão dos valores da proximidade genética, em quase todas as distâncias entre zonas 
de caça, o que revela que os animais apresentam uma grande variabilidade de padrões de 
spoligotyping, tendo em conta que não existe controlo na movimentação dos animais sil-
váticos nem se estima a quantidade javalis e veados presentes em Portugal. Todavia é 
percetível que os valores exibidos da proximidade genética são maioritariamente próxi-
mos variando entre 0 e 0,5. 
Na análise estatística realizada às explorações com focos de bTB utilizou-se também uma 
correlação de Spearman, que relaciona proximidade genética, a distância euclidiana e a 
proximidade comercial das explorações com foco de bTB.  
Nos resultados do gráfico 15, apesar das correlações não serem muito significativas, é 
possível observar uma maior correlação entre a distância euclidiana e a proximidade co-
mercial, o motivo é explicado pelo facto de vizinhos próximos terem maior propensão a 
realizarem trocas comerciais entre si.  Não existe uma correlação significativa nos restan-
tes indicadores, o que revela que é necessário testar novos indicadores de maneira a ex-
plicarem melhor o modelo. 
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5 Conclusão 
 
Neste trabalho experimental utilizou-se abordagens inovadoras no estudo da problemática 
da tuberculose bovina em Portugal, tendo como objetivo, criar novos horizontes e ferra-
mentas que auxiliem no futuro, um controlo mais eficiente da doença. 
 No decorrer do estudo, foi possível analisar os padrões de spoligotyping mais comuns 
em Portugal nos anos 2013 e 2014, tanto em silváticos como em bovinos, e, determinou-
se a distância genética entre padrões de spoligotyping através do índice de Jaccard.  
Obteve-se a geolocalização dos focos de tuberculose bovina, e determinou-se a distância 
euclidiana entre eles.  
Através dos registos de movimentos de bovinos, construi-se uma rede de movimentos e 
avaliou-se, em primeira mão a dinâmica das trocas comerciais entre explorações de bovi-
nos em Portugal. Foi possível concluir na análise efetuada aos indicadores de centralidade 
da rede que, explorações que apresentam uma maior influência na rede, uma maior inter-
mediação e uma maior ressecção de animais de diferentes explorações, apresentam por 
sua vez uma maior possibilidade de ocorrência de infeções de tuberculose bovina. Este 
fenómeno é visível, através do estudo de casos de explorações com ligações diretas e 
mesmo spoligotyping, o que levanta questões de ordem técnica, nomeadamente, a sensi-
bilidade das tuberculinas aplicadas, ou a realização do procedimento, uma vez que o pro-
grama de controlo e erradicação de tuberculose bovina implementado em Portugal con-
templa a testagem por IDTC em testes rotina ao efetivo, testes de pré-movimentação e no 
embargo comercial de bovinos em caso de suspeita ou positividade de bTB numa explo-
ração. 
Na observação de padrões de spoligotyping mais frequentes em bovinos em que se com-
parou a média da distância euclidiana e a média distância comercial entre explorações 
com o mesmo padrão de spoligotyping e a relação dos padrões apresentados com explo-
rações com spoligotyping diferente, foi possível observar uma diferença de médias. Foi 
percetível que as explorações com spoligotyping igual tendem a apresentar uma menor 
distância euclidiana e também menor distância comercial, o que sugere que a transmissão 
de tuberculose bovina tenderá a ter relação com a proximidade entre explorações de bo-
vinos. 
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Na avaliação da relação entre indicadores das zonas de caça, onde se relacionou distância 
euclidiana e proximidade genética não houve uma correlação significativa, o que leva a 
crer que existe uma grande dispersão de padrões de spoligotyping nos silváticos, ainda 
assim difícil de avaliar, por não haver controlo dos movimentos dos silváticos nem se 
estimar quantos veados e javalis estão presentes em Portugal. 
Nas explorações onde se relacionou proximidade genética, distância euclidiana e a pro-
ximidade comercial, não houve uma correlação que explicasse devidamente o modelo. 
Contudo, em estudos futuros será interessante relacionar outros indicadores, como a in-
clusão de inquéritos epidemiológicos de forma a obter-se uma abordagem mais especifica 
das explorações, assim como, outros indicadores específicos na rede de movimentos 
como, a quantidade de bovinos transacionados (peso das ligações) entre explorações, a 
utilização de uma rede de movimentos dinâmica tendo em conta as datas dos movimentos 
de bovinos. Outros indicadores que poderão diferenciar mais os resultados são relativos 
à análise molecular, com a utilização de testes com um índice discriminatório superior de 
maneira a diferenciar com mais detalhe as estirpes de Mycobacterium bovis. Este trabalho 
poderá ser o principio de uma ferramenta interessante para uma análise de doenças infe-
ciosas, de forma a obter-se uma informação rápida e eficiente em surtos das mesmas. 
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